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They did not know it was impossible, so they did it. (Traduction : Ils ne savaient pas
que c’était impossible, alors ils l’ont fait.)
What gets us into trouble is not what we don’t know, it’s what we know for sure that
just ain’t so. (Traduction : Ce qui pose problème n’est pas ce que nous ne savons pas,
c’est ce que nous tenons pour certain et qui ne l’est pas.)
Mark Twain (1835-1910), écrivain et humoriste

Résumé
La surexpression de l’ADN polymérase β est un facteur d’instabilité génétique et est as-
sociée à la progression tumorale dans plusieurs tissus cancéreux. De plus, elle permet la
synthèse translésionnelle mutagène d’adduits induits par des traitements anti-cancéreux
comme le cisplatine et donc la résistance de ces cellules au traitement. Dans certains
neurones, elle intervient dans un mode de réplication non-conventionnelle qui déclen-
cherait l’apoptose et la neuro-dégénération. Ainsi, pol β, en tant que facteur pronostic
d’instabilité génétique et facteur de résistance aux traitements anti-cancéreux, est une
cible pharmacologique de la progression tumorale et de la résistance aux traitements
anti-tumoraux et de certaines maladies neuro-dégénératives.
Plusieurs inhibiteurs de pol β ont déjà été identifiés, mais leur affinité est insuffisante
pour envisager un développement pharmacologique. Un inhibiteur de plus haute affinité
pourrait pourtant être utilisé comme outil de recherche, mais aussi comme adjuvant
thérapeutique du cisplatine, comme traitement des cancers surexprimant pol β pour li-
miter la progression tumorale. Parmi les approches permettant d’identifier de nouvelles
molécules de haute affinité, nous avons choisi l’approche par fragment, qui permet une
large exploration de l’espace chimique, combinée au criblage virtuel et à la RMN. La
stratégie consiste à identifier deux fragments d’affinité moyenne pour pol β, se fixant
dans deux sites disjoints, mais contigus. La RMN permet le criblage de molécules d’affi-
nité moyenne et apporte l’information structurale requise pour lier les fragments d’une
façon qui respecte leur positionnement individuel sur la cible.
L’acide pamoique est un inhibiteur de pol β validé sur modèle cellulaire. La caractéri-
sation structurale de l’interaction pol β - acide pamoique a permis la détermination de
deux sites adjacents au site de fixation de l’acide pamoique en direction de chacun de
ses 2 groupements carboxyls, groupements envisagés pour la liaison covalente du second
fragment.
Un criblage virtuel par le logiciel FlexX de 28714 fragments issus de la base de molécules
commerciales ZINC sur l’un de ces deux sites a été utilisé comme filtre en amont d’un
criblage expérimental par RMN, avec en particulier des expériences de différence de
transfert de saturation et de cartographie de déplacements chimiques. A l’issue de ces
deux étapes, 4 fragments ont été retenus pour la liaison covalente à l’acide pamoique.
Quatre molécules de type acide pamoique-linker-fragment ont été synthétisées et testées
pour leur capacité à inhiber la réplication in vitro par pol β d’un oligonucléotide porteur
d’une amorce nucléique. Deux d’entre elles révèlent une activité inhibitrice sensiblement
plus forte que celle de l’acide pamoique. Ces molécules sont donc des points de départ
pour un nouveau cycle d’optimisation structurale et fonctionnelle.
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Introduction générale
Préambule
L’objectif de mes travaux de thèse a été de concevoir un inhibiteur de haute
affinité de l’ADN polymérase beta (pol β). L’utilité de cette molécule est double. Pre-
mièrement, un inhibiteur de haute affinité pour une protéine est un outil important dans
le cadre de la recherche fondamentale. Dans le cas présent, il pourrait être un moyen
de discriminer l’action de pol β de celle des 13 autres ADN polymérases humaines, en
particulier celles appartenant à la même famille que pol β.
Par ailleurs, l’affinité d’une molécule pour sa cible est un critère important de sé-
lection de molécules candidates-médicaments, si la cible est impliquée dans un processus
pathologique. L’ADN polymérase beta étant une cible pharmacologique pour un certain
nombre de cancers, un inhibiteur de haute affinité de son activité et présentant des pro-
priétés physicochimiques adaptées pourrait connaître un développement clinique. Bien
sûr, l’affinité est loin d’être le seul critère et le chemin de cette molécule pour devenir
un médicament est, à ce stade, encore très long.
Cependant, mon travail de thèse étant inscrit en grande partie dans une logique
thérapeutique, j’ai choisi de donner dans mon introduction des éléments de réflexion
concernant la découverte de molécules candidates-médicaments. Ces éléments permet-
tront de justifier l’approche choisie pour trouver des inhibiteurs de haute affinité de
l’ADN polymérase beta, dont on souhaite qu’ils deviennent des molécules à visée thé-
rapeutique.
1. Le médicament
1.1 Se soigner avant le XXe siècle
Le médicament semble aussi vieux que l’humanité. L’homme a de tout temps
cherché des moyens de se protéger de la souffrance et de la mort. La majorité des
produits utilisés à cette fin ont été découverts dans le règne végétal. Depuis l’Anti-
quité jusqu’au XVIe siècle, les plantes, fraîches ou sèches, étaient utilisées sous diverses
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formes : poudres, baumes ou onguents, huiles essentielles, permettant parfois de présen-
ter le produit actif sous une forme plus concentrée.
L’isolement de principes actifs définis chimiquement a permis de définir le mé-
dicament tel qu’on le connait aujourd’hui. Un précurseur en la matière fut le médecin
suisse Paracelse. Au début du XVIe siècle, ce magicien et alchimiste prôna l’extraction
de l’“âme des végétaux”, la "quintessence" [1].
Cependant, il fallut attendre le XIXe siècle pour que soient isolées la morphine
de l’opium [2], la strychnine de la Noix vomique ou bien la quinine de l’écorce de Quin-
quina [3]. Ce siècle a vu la chimie faire un bond en avant. En effet, le tableau périodique
des éléments avait été établi par Dimitri Mendeleïev et la chimie disposait alors d’une
théorie lui permettant d’organiser les éléments selon leur masse atomique et leur valence.
En 1865, August Kekulé, chimiste organique allemand, formule la théorie de la struc-
ture chimique, basée sur la découverte de la tétravalence du carbone et la capacité des
atomes de carbone à se lier entre eux. Il découvre également la formule développée du
benzène et est un pionnier pour ce qui est des structures des molécules aromatiques [4].
La chimie progresse rapidement, notamment dans le domaine des colorants. Paul
Ehrlich observe que les colorants ont des affinités plus ou moins fortes en fonction des
tissus biologiques et émet le postulat de l’existence de "chimiorécepteurs". Il étudie
alors la structure chimique des médicaments du point de vue de leur mode d’action et
de leur affinité pour les cellules qu’ils visent. Convaincu que les chimiorécepteurs des
micro-organismes parasites et des cellules cancéreuses sont différents de ceux des tissus
hôtes, il s’emploie à trouver des substances chimiques qui ont des affinités particulières
pour les organismes pathogènes. Ainsi, il s’intéresse à Trepanema pallidum, bactérie
responsable de la syphilis [5], et identifie la 606eme molécule de la série de molécules
à base d’arsenic dont il dispose comme étant active contre cette bactérie. Après des
centaines d’expériences prouvant l’efficacité de la molécule contre la syphilis, il présente
le Salvarsan comme remède à cette maladie. La chimiothérapie est née. Paul Ehrlich
recevra pour ses nombreux travaux le Prix Nobel de Médecine en 1908 [6, 7].
Depuis, la pharmacologie est devenue une discipline à part entière. La littérature
scientifique entre 1877 et 1939 est remplie des nombreuses découvertes de substances
antibiotiques. L’une des plus importantes d’entre elles est sûrement la pénicilline, dé-
couverte par Alexander Fleming et isolée une dizaine d’années plus tard par Chain
et Florey [8]. Sa très grande efficacité et son absence de toxicité sur l’homme révolu-
tionnent le traitement des infections bactériennes [9]. De nombreuses autres molécules
thérapeutiques ont depuis été découvertes, comme l’ivermectine [10] préconisé dans le
traitement de plusieurs formes de filariose ou la cyclosporine A, un immuno-suppresseur
qui a révolutionné la prévention du rejet d’organe lors d’une transplantation. La cyclo-
sporine A a été découverte en 1972, il y a 36 ans, lors d’un programme de criblage de
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susbstances naturelles pour la découverte de nouveaux antibiotiques [11].
Aujourd’hui, de nombreuses avancées technologiques et scientifiques, dans les do-
maines de la chimie, de la génétique, de la biochimie, de la biologie ou de l’informatique,
ont transformé la recherche de nouveaux médicaments dans l’industrie pharmaceutique.
1.2 Les différents types de médicament
La notion de médicament est précisément définie en France par l’article L5111-1
du Code de la santé publique : "On entend par médicament toute substance ou com-
position présentée comme possédant des propriétés curatives ou préventives à l’égard
des maladies humaines ou animales, ainsi que tout produit pouvant être administré à
l’homme ou à l’animal, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger
ou modifier leurs fonctions organiques."
Les médicaments ainsi définis peuvent revêtir différentes formes. La forme la plus
répandue est celle d’une petite molécule organique qui présente la capacité à interagir
spécifiquement avec une structure moléculaire (protéines, acides nucléiques, polysac-
charides, lipides [12]) ayant un lien avec des effets cliniques. En effet, selon une étude
réalisée en 2006, sur les 1357 médicaments différents approuvés par la FDA, 1204 ont
la forme d’une petite molécule organique [13].
Les autres médicaments sont dits “biologiques”. Parmi eux, on trouve la théra-
pie génique, où quelques résultats prometteurs ont été obtenus [14], notamment dans le
traitement de l’hypercholestérolémie héréditaire [15] ou du syndrome de déficit immuni-
taire combiné sévère [16] mais où l’efficacité n’est pas encore systématique en raison de
problèmes de ciblage, de mutagénèse insertionnelle due à l’ADN médicament ou d’une
expression transitoire par exemple, les protéines, dont les peptides et les anticorps, et
plus récemment la thérapie cellulaire pour le traitement, entre autres, de certaines myo-
pathies ou de plaies difficiles.
1.2.1 Les médicaments biologiques
La première protéine à avoir été utilisée comme agent thérapeutique est l’insu-
line, il y a maintenant 25 ans, pour le traitement des diabètes de type I et II [17, 18].
Ces agents thérapeutiques présentent de nombreux avantages, notamment le fait d’être
mieux tolérés par le corps humain que des molécules organiques, puisque ce sont des
molécules naturellement présentes dans l’organisme. De plus, les protéines, par leur
complexité et leur spécificité de fonction sont a priori moins susceptibles d’interférer
avec d’autres processus cellulaires et de provoquer des effets non souhaités. D’ailleurs,
le taux de survie des molécules biologiques durant leur développement thérapeutique
est 70% plus haut que celui des petites molécules organiques [19]. Enfin, elles peuvent
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au besoin compenser l’expression d’un gène muté ou délété ou une expression déficiente,
ce que ne peut faire une petite molécule organique.
Actuellement, la FDA a approuvé plus de 130 protéines, recombinantes (95) ou
non, comme médicaments [20]. Leur spectre d’utilisation est large. Elles peuvent rem-
placer une protéine déficiente ou absente, c’est le cas des agents coagulants comme le
facteur VIII [21] et le facteur IX [22] prescrits aux personnes hémophiles, ou renforcer son
action dans une voie métabolique, comme le montre l’exemple de l’érythropoiétine qui
augmente l’activité d’érythropoièse chez des patients atteints d’anémie chronique [23]
ou hémodialysés [24]. Un autre exemple important est celui des interférons. Ceux-ci
permettent de réguler l’immunité des patients atteints de l’hépatite B ou C [25], de
sclérose multiple ou d’ostéoporose sévère [26].
Les anticorps représentent une part importante des protéines thérapeutiques.
Leur spécifité de liaison les rend particulièrement intéressants et leur permet de conduire
le système immunitaire à la destruction des molécules ou des cellules ciblées. Ces agents
sont notamment utilisés pour le traitement des maladies inflammatoires, comme l’ar-
thrite rhumatoïde ou le psoriasis [27]. A noter que deux anticorps récemment admis
sur le marché sont utilisés comme anticancéreux. Le rituximab se lie à la surface des
cellules cancéreuses, dirigeant le système immunitaire contre elles, et ralentit la pro-
gression tumorale [28]. Le cetuximab reconnait spécifiquement le récepteur du facteur
de croissance épidermal (EGFR), limitant la croissance et la prolifération des cellules
cancéreuses [29].
Bien que les médicaments biologiques soient porteurs d’applications nouvelles
et très prometteuses, la suite de ce manuscrit portera essentiellement sur la découverte
des médicaments de type petite molécule organique.
1.2.2 Les médicaments chimiques
Parmi les médicaments de type petites molécules organiques, on trouve les pro-
duits naturels, pour la majorité issus de plantes. L’histoire du médicament illustre bien
le potentiel pharmacologique de la nature. Aujoud’hui encore, sur les 877 petites molé-
cules organiques approuvées par la FDA entre 1981 et 2002, près de 49% étaient d’origine
naturelle ou semi-synthétisées à partir de produits naturels [30]. Nous avons déjà cité la
morphine, la quinine, mais on peut rajouter à la longue liste des médicaments d’origine
naturelle l’aspirine, dérivée de la salicine des feuilles de saule, la digitaline, qui renforce
et régule le rythme cardiaque, ou plus récemment des anticancéreux, le paclitaxel (cf
Fig. n◦1) [31], issu de l’if et qui bloque la division cellulaire, ou la vinblastine et la
vincristine, extraites de la pervenche de Madagascar et qui empêchent la prolifération
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anarchique des globules blancs dans les cas de leucémies [32]. Sachant que l’inventaire
complet des espèces végétales n’a pas encore pu être réalisé, le potentiel thérapeutique
de la nature réserve probablement encore de belles surprises [33].
Nous pouvons à nouveau souligner le rôle essentiel du chimiste dans la décou-
verte de nouveaux médicaments. Imiter la nature est pour eux un défi, qu’ils ont déjà
relevé plusieurs fois. Et heureusement ! En effet, 6 ifs centenaires devaient être abattus
pour la production de 2 grammes de paclitaxel. Sachant que les besoins annuels améri-
cains étaient de 20 à 25 kg, une campagne d’abattage a été mise en place, conduisant des
associations écologistes à proposer l’if du Pacifique comme espèce en danger. Des stra-
tégies d’hémi-synthèse ont cependant permis la synthèse industrielle de cette molécule
par kilogrammes, avec un temps de synthèse et un coût de production acceptables.
Fig. 1 – Formule développée du paclitaxel, anticancéreux d’origine végétale.
1.3 Le processus de développement d’un médicament
Tout médicament doit disposer d’une Autorisation de Mise sur le Marché (AMM)
avant de pouvoir être commercialisé. Pour l’obtenir, le laboratoire pharmaceutique doit
présenter un dossier complet auprès de l’autorité compétente du pays concerné. Ce
peut être l’AFSSAPS (Agence Française de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé) en
France, l’EMEA (Agence européenne des médicaments) pour l’Europe ou la FDA (Food
and Drug Administration) aux Etats-Unis. Seule l’évaluation technique et scientifique
des données soumises par le laboratoire pharmaceutique qui souhaite commercialiser
le produit peut donner lieu à l’AMM. Ce dossier réunit l’ensemble des données expé-
rimentales et analytiques prouvant la qualité, la sécurité et l’efficacité du médicament
proposé et est organisé en 4 parties :
– Résumé du dossier : cette partie comprend les renseignements administratifs,
le résumé des caractéristiques du produit (RCP), l’étiquetage et les rapports
d’experts.
– Qualité pharmaceutique : elle fournit les informations sur la composition, la
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méthode de préparation, le contrôle des matières premières, le contrôle des
produits intermédiaires, le contrôle du produit fini et la stabilité.
– Sécurité : cette partie rassemble les données toxicologiques dans une première
sous-partie intitulée "innocuité". La sous-partie "résidus" présente la phar-
macocinétique des résidus et leurs méthodes d’analyse.
– Efficacité : cette partie expose les résultats des essais pré-cliniques réalisés en
laboratoire, et des essais cliniques, réalisés sur l’homme (pharmacodynamie,
pharmacocinétique, tolérance, résistance).
En effet, avant de constituer le dossier pour la demande d’AMM, la molécule
candidate-médicament, identifiée pour interagir avec une cible ayant un rapport avec le
déclenchement, la progression ou le diagnostic d’une maladie, doit traverser avec succès
plusieurs phases, constituant l’étude clinique de la molécule (cf Fig. n◦2) :
– Etudes pré-cliniques : la molécule est testée en laboratoire et sur le modèle
animal. La question de la forme galénique est également soulevée.
– Etape clinique, phase I (6-12 mois) : 20 à 100 volontaires sains permettent de
tester l’innocuité de la molécule, c’est-à-dire de déterminer sa tolérance par
l’homme.
– Etape clinique, phase II (12-24 mois) : des tests sur 100 à 1000 patients ont
pour objectif de confirmer l’information concernant l’innocuité de la molé-
cule, mais également de valider l’efficacité du candidat-médicament sur l’état
pathologique.
– Etape clinique, phase III (18-24 mois) : des études sur 1000 à 10000 patients
permettent d’évaluer l’innocuité, l’efficacité et la posologie à recommander
selon plusieurs méthodes. Des comparaisons à l’effet placebo sont réalisées.
Il est à noter qu’actuellement, il existe une phase zéro (appelée “early phase I” aux Etats-
Unis) durant laquelle la molécule est administrée à des doses très faibles chez des vo-
lontaires sains. Cette phase permet de tester rapidement les caractéristiques pharmaco-
cinétiques et pharmaco-dynamiques de la molécule.
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Fig. 2 – Les différentes étapes de développement d’un médicament [34].
Tout au long de ces étapes, la posologie est ajustée en fonction des
sujets testés (sexe, âge,. . . ) et les effets secondaires sont notés. A chaque étape, le dé-
veloppement d’une molécule candidate-médicament peut être arrêté. C’est pourquoi
généralement plusieurs molécules sont testées en parallèle, pour qu’à terme il reste au
moins une molécule pouvant être soumise à la demande d’AMM. La figure n◦3 montre
à quelle vitesse le nombre de molécules testées diminue. Le taux de succès entre la dé-
couverte de molécules perturbant l’activité de la cible (entre 5000 et 10000) et l’AMM
est donc proche de 0.01%. Si l’on comparait l’industrie pharmaceutique à l’industrie de
l’aérospatiale, ce serait comme si Airbus construisait entre 5000 et 10000 avions et n’en
commercialisait qu’un seul.
Ces étapes, et notamment le fait que plusieurs molécules doivent suivre une par-
tie au moins de ce processus coûte cher à l’industrie pharmaceutique, aussi bien en temps
qu’en argent. Pour mettre un médicament sur le marché, un laboratoire pharmaceutique
dépense au moins 800 millions de dollars sur une période de 12 à 15 ans [34,35].
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Fig. 3 – Les taux de succès aux différentes étapes de développement d’un médicament [35].
Comme le montre la figure n◦4, les principales raisons de l’échec des molécules
en cours de développement sont le manque d’efficacité chez l’homme et les problèmes
de pharmacocinétique [36]. Ces deux raisons peuvent avoir les mêmes origines et il est
difficile de différencier une activité faible de la molécule, une pharmacocinétique insuffi-
sante ou une mauvaise distribution dans l’organisme lors d’un échec en phase clinique.
Les paramètres pharmacocinétiques et pharmacodynamiques permettent d’étudier la
distribution dans le temps d’un médicament et de ses métabolites dans les différents
compartiments du corps, ainsi que son absorption, sa distribution, son métabolisme et
son excrétion. Ils permettent ensuite de définir la forme galénique du médicament et
le choix de la posologie (dose, fréquence des prises) de façon à obtenir l’effet thérapeu-
tique souhaité tout en évitant l’apparition d’effets indésirables. Il est encore difficile de
prédire les nombreux effets toxiques qui peuvent survenir (hépatotoxicité, génotoxicité,
carcinogéniticité, cardiotoxicité, néphrotoxicité, neurotoxicité, immunotoxicité, toxicité
respiratoire, cutanée, de la reproduction,. . . ). Par exemple, les cytochromes P450, qui
sont des enzymes hème-oxygénases, sont responsables, au niveau du foie, du métabolisme
oxydatif des médicaments en produits intermédiaires qui peuvent se révéler toxiques, et
de l’élimination par voies urinaire et biliaire. L’importante variabilité génétique de ces
enzymes rend difficile la prédiction de la durée de vie et de la toxicité d’un médicament
d’un patient à l’autre. Comme nous le verrons plus loin (cf section "Trouver des molé-
cules organiques candidates-médicaments"), les propriétés d’absorption, de distribution,
de métabolisme, d’excrétion et de toxicité (ADME-T) d’une molécule peuvent être es-
timées à partir de sa structure chimique, ce qui contribue à réduire les échecs dus à ces
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mauvaises propriétés d’ADME-T. Ces raisons apparaissent tard dans le développement
du médicament et coûtent donc cher à l’entreprise.
Fig. 4 – Répartition des causes des échecs dans le développement des médicaments [37].
1.4 Le marché du médicament aujourd’hui
Les coûts de production d’un médicament sont en constante augmentation. Tout
d’abord, le nombre d’essais cliniques requis et la taille de la population testée sont plus
importants qu’avant. En 1991, les coûts des essais cliniques étaient estimés à 106 mil-
lions de dollars américains ; en 2000, ils avaient été multipliés par 5 (cf Fig. n◦5a).
Certains attribuent cela au fait que la FDA puisse être plus exigeante, et pourtant le
taux d’AMM accordées par rapport au nombre de médicaments soumis n’a pas signifi-
cativement évolué (cf Fig. n◦5b) [38].
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Fig. 5 – a. Evolution des coûts de la recherche clinique entre 1991 et 2000. b. Les proportions
d’autorisations délivrées par la FDA entre 1988 et 2002 par période de 5 ans [38].
La FDA définit sous le terme "New Chemical Entities" (NCE) et "NewMolecular
Entities" (NME) les médicaments innovants, c’est-à-dire dont la partie active n’a pas
déjà été approuvée par la FDA. Le nombre de médicaments innovants oscille autour de
20 depuis 1990, avec un pic d’activité en 1996 et en 1999 à 29 et 28 NCE, respectivement,
et une période creuse de 2001 à 2003 [39]. De nombreuses sources s’accordent pourtant
à dire que l’industrie pharmaceutique traverse une période de déclin [38, 40–42]. En
effet, depuis 1970, les dépenses pour la Recherche et le Développement (R&D) ont
augmenté de 13 % chaque année, représentant aujourd’hui un investissement de 55,2
milliards de dollars US pour l’ensemble de l’industrie pharmaceutique (cf Fig. n◦6) [35].
Autrement dit, en 1976, développer un nouveau médicament coutait 54 millions de
dollars, aujourd’hui cela représente un investissement de 0,8 et 1,7 milliard de dollars.
Fig. 6 – Coûts totaux de la R&D en milliards de dollars pour les membres de la société PhRMA
(en rouge) et sur l’ensemble de l’industrie pharmaceutique (en bleu) [35]. **chiffres estimés
16
Introduction générale 1. Le médicament
Par ailleurs, il a été constaté que les taux de succès cliniques sont plus faibles,
notamment en phase clinique II, passant de 50% à 30% entre le début et la fin des
années 90, d’où la nécessité d’investissements plus conséquents [43].
Un taux de NCE constant associé à une augmentation importante des coûts
indique bien une baisse de productivité significative dans le secteur pharmaceutique.
Booth et Zemmel utilisent l’indicateur "nombre de NME produites par dollar dépensé
dans la R&D" normalisé sur une période de 5 ans pour traduire cette baisse de produc-
tivité (cf Fig. n◦7). Bien que certains facteurs ne soient pas pris en compte, il apparait
clairement que la R&D actuelle est 50 fois moins productive que celle de 1975 [38].
Fig. 7 – Le déclin de la productivité sur 30 ans, représenté par le nombre de NME produites
par dollar dépensé dans la R&D [38].
La raison de cette baisse de productivité est très sûrement multifactorielle et
a largement été débattue dans la littérature. Malgré le fait que de nombreuses plate-
formes hautement perfectionnées aient été développées dans cette dernière décennie (cf
sections "Les cibles thérapeutiques" et "Trouver des molécules organiques candidates-
médicaments"), l’innovation n’a pas été accrue. A ce propos, Myers et Baker montrent
que l’investissement dans la R&D n’est pas corrélé au nombre de NME produites, mon-
trant par là que la solution pour plus d’innovation passe par l’investissement, mais aussi
par une intégration optimisée des moyens acquis [44]. Le nombre d’échecs demeure im-
portant, notamment en phase clinique II, c’est-à-dire au moment où le médicament est
testé sur le patient et où sa preuve de principe doit être établie.
Le manque d’innovation se voit également dans les chiffres suivants : sur les 361
NME approuvées par la FDA entre 1989 et 2000, 76% avait pour cible un domaine
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déjà ciblé par un médicament commercialisé, seulement 6% avait pour cible un domaine
jamais ciblé.
Par ailleurs, cette période de déclin coïncide avec l’avènement de l’approche
basée sur la cible. Cette approche a pris le pas sur les approches précédentes, basées
sur la maladie et la physiologie. Bien que ces approches ne permettent pas d’identifier
immédiatement les cibles visées ou les mécanismes d’action du médicament, elles ont
connu de nombreux succès essentiels. Par exemple, les corticostéroides, actuellement
utilisés dans le traitement de plus de 200 maladies, ont été découverts dans une frac-
tion protéique de glandes surrénales. De la même façon, la découverte de l’ibuprofène,
anti-inflammatoire non-stéroidien très répandu, est issue du criblage de dérivés de la
sérotonine sur un modèle lapin d’inflammation de la patte. De plus, ces approches de-
meurent essentielles pour soigner certaines maladies, qui se manifestent essentiellement
au niveau de l’individu, comme les troubles psychiatriques [42]. Malgré un débit faible
pour la découverte de nouveaux médicaments, elles présentent l’avantage de sélectionner
des composés optimisés pour la réponse physiologique souhaitée [45].
Cependant, l’augmentation considérable des connaissances biologiques et des
moyens techniques a ouvert la possibilité de comprendre les causes de la maladie au
niveau moléculaire. L’idée que l’on serait plus efficace en étant plus proche des causes
moléculaires a naturellement donné naissance à l’approche basée sur la cible.
2. Les cibles thérapeutiques
Tout programme de recherche de médicaments débute par l’identification de
phénotypes pertinents en rapport avec une maladie. Aujourd’hui, cette phase est le plus
souvent associée à l’identification d’une cible thérapeutique, dont la modification de
l’activité par un médicament pourrait rétablir l’organisme. L’étape de l’identification
d’une cible est une phase appelée "pré-découverte", puisqu’elle précède l’étape de dé-
couverte du médicament à proprement parlé, étape qui sera discutée dans la section
"Trouver des molécules organiques candidates-médicaments" de ce chapitre.
2.1 Les origines de l’approche basée sur la cible
Le projet de séquençage du génome humain a été initié en 1990 et achevé avec
succès 13 ans plus tard, en 2003 [46]. L’accès à la séquence du génome humain était très
prometteur et a beaucoup enthousiasmé la communauté scientifique [47]. L’hypothèse
était alors émise que chaque maladie pourrait être comprise à son niveau le plus fon-
damental et qu’un gène au moins pourrait être associé à chaque maladie connue. A ce
propos, il est intéressant de remarquer que l’identification du gène supposé responsable
de la mucoviscidose a nécessité 9 ans de travail dans les années 1980, alors que celui
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responsable de la maladie de Parkinson a été identifié en quelques semaines à la fin des
années 1990 [48].
La génomique et la génomique fonctionnelle ont fait leur apparition et ont permis
l’annotation des 30000 gènes du génome humain. Des bases de données de séquences gé-
nomiques, comme EMBL (European Molecular Biology Laboratory [49]), GenBank [50]
ou la DDBJ (DNA DataBank of Japan [51]) ont été créées pour rassembler l’infor-
mation acquise et de nombreux outils bioinformatiques développés autour de l’analyse
de séquences, comme Fasta [52] ou Blast [53], ont facilité l’accès à l’information et
la formulation de nouvelles hypothèses de travail pour la recherche [54]. Des banques
de connaissances, comme KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes [55]) ou
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man [56]) ont également fait leur apparition et
permettent une visualisation plus globale des données biologiques, concernant les voies
cellulaires pour KEGG ou les maladies héréditaires pour OMIM. D’ailleurs, OMIM met
en évidence que 1620 gènes sont directement associés à une maladie.
Toute cette information a généré nombre de cibles potentielles. Des résultats très
intéressants ont été obtenus, notamment par comparaison du génome de sujets sains et
de patients, comme ce le fut le cas pour la maladie d’Alzheimer où le gène codant pour
l’apolipoprotéine E s’est révélé être un facteur de prédisposition génétique à cette mala-
die [57]. Dans le domaine du médicament, récemment il a été montré que des variations
de séquence dans le gène codant pour le complexe 1 de la vitamine K epoxide réductase
pouvaient être utilisées pour créer trois groupes de patients, peu sensibles, moyenne-
ment sensibles et très sensibles au traitement par la warfarine. En effet, ce médicament
est très utilisé pour prévenir la formation de caillots sanguins mais est également très
difficile à doser [58].
Avec toute l’information aujourd’hui disponible et les cibles potentielles qui en
découlent, le point critique est devenu la validation de ces cibles. Voyons d’abord com-
ment identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.
2.2 L’identification de nouvelles cibles pharmacologiques
De nombreuses approches existent pour l’identification de nouvelles cibles thé-
rapeutiques. Toutes ne seront pas citées dans cette partie, mais deux d’entre elles, qui
découlent directement des origines de l’approche basée sur la cible, sont présentées. De
plus, la sérendipité qui joue, à mon sens, un rôle non négligeable dans la recherche, sera
illustrée par quelques exemples à la fin de cette partie.
19
2. Les cibles thérapeutiques Introduction générale
2.2.1 Approche basée sur la génomique
Cette approche repose sur l’hypothèse que dans un tissu malade, le niveau d’ex-
pression de certains gènes sera plus élevé ou moins élevé que dans un tissu sain, voire
complètement supprimé ou nouvellement exprimé. L’étape clé est donc la localisation
de cette expression différentielle, par des techniques d’hybridation in situ, d’immuno-
cytochimie ou d’immunohistochimie. Par exemple, ces techniques ont été utilisées sur
des cerveaux de rat pour localiser l’orexine. Les neurones contenant de l’orexine étant
localisés dans l’hypothalamus supérieur et latéral, zones associées à la régulation du
comportement nutritionnel, l’hypothèse d’une implication de cette protéine dans le com-
portement nutritionnel a été faite. La stimulation de la faim a été observée sur des rats
auxquels on avait injecté de l’orexine, laissant supposer un rôle potentiel de cible pour
le traitement du diabète et/ou de l’obésité. La recherche d’antagonistes a produit des
molécules en cours de développement clinique [59].
Cependant, ces approches nécessitent de travailler sur des tissus sains et pa-
thologiques de haute qualité, pas toujours disponibles. De plus, pour les techniques
d’immunochimie, obtenir les anticorps spécifiques nécessaires peut prendre plusieurs
mois. Elles ne sont donc pas toujours envisageables. Le développement des techniques
de type "microarray" est essentiel dans le domaine de la pharmacogénétique [60]. En ef-
fet, les profils d’expression obtenus sur des échelles relativement importantes permettent
de repérer des cibles thérapeutiques potentielles, de comprendre les mécanismes biochi-
miques associés à un phénotype, d’établir des signatures de l’action d’un médicament
ou des marqueurs prognostiques. Ainsi, des phénomènes de sensibilité ou de résistance
à un médicament pourraient être anticipés [61].
Les approches de type génomique peuvent être guidées par le génotype et par le
phénotype. La transgénèse, c’est-à-dire l’injection d’une construction dans une cellule,
fait partie aujourd’hui des techniques classiques de génomique. Généralement, la ou les
fonctions biologiques du gène manipulé sont connues et guident le chercheur vers un
certain phénotype. La construction de modèles animaux dont un gène a été supprimé
(KO, KnockOut) est également très utile, par exemple pour modéliser l’action d’un mé-
dicament inhibant l’activité de la protéine correspondante. Ainsi, la construction d’un
modèle murin KO pour le récepteur de l’endothéline B, supposé avoir un rôle dans l’hy-
persensibilité à la douleur, a montré, par des analyses rigoureuses du phénotype, l’im-
plication de ce récepteur dans la médiation inflammatoire de la douleur sensorielle [62].
Les modèles animaux KO pour la cible thérapeutique sont aujourd’hui très largement
répandus, notamment pour l’aspect validation de la cible, mais comme nous le ver-
rons plus loin, ces modèles animaux ne reflètent que partiellement les physiopathologies
humaines, la suppression d’une fonction pouvant induire par exemple une adaptation
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physiologique (cf sous-section “La validation des nouvelles cibles thérapeutiques”).
2.2.2 Approche basée sur la protéomique
L’approche basée sur la protéomique est complémentaire de l’approche basée sur
la génomique. Elle permet de comparer les niveaux d’expression de protéines, et non de
l’ARN messager, lors d’une maladie ou sous l’influence d’un traitement à ceux observés
dans une cellule ou un tissu sains. La spectrométrie de masse couplée à l’électrophorèse
sur gel de polyacrylamide permet l’identification des protéines et de leurs modifications
post-traductionnelles éventuelles, ainsi que la recherche de partenaires protéiques, per-
mettant une vision de l’interactome existant dans la cellule [63].
L’exemple de HMG1 (High-Mobility Group 1) illustre l’intérêt de l’approche
protéomique. Cette protéine a été identifiée comme étant un médiateur tardif de la lé-
talité induite par l’endotoxine chez la souris. L’endotoxine, constituant des bactéries à
Gram négatif, stimule les macrophages et les conduit à produire de grandes quantités de
TNF (Tumor Necrosis Factor) et d’IL-1 (interleukine 1), ce qui provoque un choc létal.
Des antagonistes de TNF et IL-1 se sont révélés peu efficaces car ce sont des médiateurs
précoces de la septicémie. En revanche, cherchant des médiateurs tardifs, une analyse
électrophorèse du milieu de culture de macrophages mis en présence d’endotoxine ré-
véla l’apparition d’une protéine de 30 kDa 8 heures après l’apparition de TNF et IL-1.
L’identification par spectrométrie de masse et bioinformatique de HMG-1 comme étant
ce facteur tardif a permis de produire des anticorps qui se sont révélés efficaces pour
réduire la létalité induite par l’endotoxine chez la souris. Cette étude initiée par la pro-
téomique a clairement révélé une nouvelle cible thérapeutique pour la septicémie [64].
Cependant, l’observation de niveaux d’expression différents entre tissus sain et
malade peut caractériser une pathologie, mais ne permet pas de savoir si c’est une cause
ou une conséquence de la pathologie. On peut limiter les effets symptomatiques sans
soigner les causes de la maladie.
2.2.3 La sérendipité
La sérendipité caractérise le fait de trouver quelque chose d’intéressant, qui peut
être à l’origine d’une nouvelle hypothèse, de façon imprévue, en cherchant autre chose,
voire en ne cherchant rien de particulier. Le rôle de la sérendipité dans la découverte
pharmaceutique est loin d’être négligeable [65]. De nombreux exemples illustrent ce fait,
en voici un récent.
L’élucidation du cycle de vie du Virus de l’Immunodéficience Humaine (HIV)
a révélé de nombreuses cibles thérapeutiques potentielles, dont ont découlé plusieurs
nouvelles classes de médicaments. Des efforts de recherche dans le domaine des vaccins
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anti-VIH ont conduit à la découverte et au développement de l’enfuvirtide. Ce médi-
cament est le premier de la plus récente classe de médicaments anti-VIH à avoir été
approuvée. Cette classe de médicaments, connue sous le nom d’inhibiteurs de l’accès du
VIH, a été découverte de façon fortuite. En effet, des peptides synthétiques dérivés de la
glycoprotéine gp41 du VIH étaient testés comme épitope potentiel pour un vaccin anti-
VIH. Un effet antiviral a été observé lors de l’incubation de certains de ces peptides avec
les cellules T. Des analyses plus poussées ont révélé que ces peptides agissaient comme
des leurres de leurs homologues naturels et inhibaient l’entrée du virus dans les cellules
T, et donc leur infection. L’enfuvirtide montrait la plus forte activité anti-virale et a
été sélectionné pour un développement clinique. Il a été approuvé en 2003. Cet exemple
illustre la découverte d’un nouveau mécanisme de traitement du SIDA (Syndrome de
l’ImmunoDéficience Acquise) par sérendipité [66].
De nombreux autres exemples pourraient être cités, notamment les médicaments
dont les effets secondaires se révèlent autant, voire plus intéressant que la prescription
pour laquelle la molécule a été developpée, comme le Viagra qui était au départ un
anti-hypertenseur. Mais comme l’a dit Louis Pasteur, « Le hasard ne peut aider que
les esprits bien préparés. » Bien que la sérendipité et l’intuition jouent un rôle dans la
recherche pharmaceutique, la curiosité scientifique demeure essentielle.
2.3 La validation des nouvelles cibles thérapeutiques
Comme le début de cette partie le montre, il a été possible, dans de nombreux
cas, d’associer une cible à une maladie. Le récepteur de la leptine à l’obésité, le récep-
teur de la lipoprotéine de faible densité à l’athérosclérose, les récepteurs du complément
à l’inflammation ou l’interleukine 4 à l’allergie. Cependant, cela ne signifie pas pour
autant que leur niveau d’intervention dans la maladie soit suffisamment pertinent pour
entamer un programme de recherche de médicaments. Il est indispensable de valider ces
cibles à un niveau supérieur.
Evidemment, le niveau ultime de validation est le succès en situation clinique.
Cependant, comme nous l’avons vu précédemment, ces essais coûtent cher et il est in-
dispensable d’identifier des molécules ayant de bonnes chances de succès et d’établir
la preuve de principe sur l’humain le plus rapidement possible. Le premier niveau de
validation est sans doute l’observation reproductible d’un phénotype dose-dépendant
sur des cellules isolées mises en présence d’un composé interagissant avec la cible [4].
La même observation sur un modèle animal approprié pour l’étude des mécanismes de
la maladie constitue un niveau supérieur de validation de la cible. Les modèles KO sont
d’ailleurs très utilisés à ce niveau de validation et se sont révélés être un bon indicateur
de la validation de la cible. Une étude de 2002 a mis en évidence que les modèles KO
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correspondant aux 100 médicaments les plus vendus montraient une très bonne corré-
lation avec les phénotypes attendus, et ce dans des domaines très variés [67]. Toutefois,
les modèles KO ne sont pas infaillibles. L’exemple du natalizumab [68] illustre ce fait.
Cet anticorps dirigé contre la sous-unité α4 de l’intégrine α4β1 s’est révélé deux
fois plus efficace que les thérapies existantes dans le traitement de la sclérose en plaques.
L’intégrine α4β1 joue un rôle clé dans la pénétration du système nerveux central par les
cellules immunitaires, en permettant l’adhésion des cellules T aux cellules endothéliales
de la barrière hématoencéphalique [69,70]. L’inhibition de cette interaction a permis de
soigner des troubles auto-immuns du système nerveux central, qui était infecté par des
cellules immunitaires pathogènes. Trois mois seulement après son AMM, le natalizumab
était impliqué dans deux cas de leuco-encéphalopathies multifocales progressives. Une
réduction de la surveillance immunitaire chez les patients traités a occasionné la réacti-
vation du virus JC, un polyomavirus dormant, phénomène qui n’avait pas été observé
sur les rats, justement infectés par divers virus pour tester la possibilité d’infections
opportunistes. Les bases moléculaires de ce phénomène sont actuellement étudiées, par
exemple, le fait que d’autres virus, comme l’herpès, ne soient pas réactivés n’est tou-
jours pas expliqué. Cet exemple illustre le fait que notre connaissance dans certains
domaines est encore trop restreinte pour anticiper ce genre d’effets indésirables et que
la plus grande prudence est de mise, même si des modèles KO valident le candidat-
médicament. Le natalizumab a été réintroduit sur le marché en raison de son efficacité
sur la majorité des personnes atteintes par la sclérose en plaques, avec cependant une
extrême prudence [71].
De même, l’aspect épidémiologique peut jouer un rôle important dans la valida-
tion d’une cible thérapeutique. Le polymorphisme génétique peut influencer la réponse
à un traitement. C’est le cas par exemple de la pravastatine utilisée dans le traitement
de l’athérosclérose coronaire. La présence d’un variant de la protéine de transfert du
cholesteryl ester (CETP), responsable du métabolisme des lipoprotéines à haute densité,
permet une réponse efficace à la provatatine alors qu’en son absence, la provastatine ne
permet pas de ralentir la progression de l’athérosclérose coronaire [72].
La validation du mode d’action de la cible est le plus souvent réalisée dans
le contexte de la maladie. A ce stade, il est souvent difficile de prévoir les effets se-
condaires qui peuvent être occasionnés dans d’autres tissus de l’organisme. Ces effets
sont responsables d’un certain nombre d’échecs tardifs dans le processus du développe-
ment du médicament, voire qui surviennent après sa commercialisation, comme l’illustre
l’exemple cité ci-dessus du natalizumab.
Comme le montrait la figure n◦4, 50% des échecs sont liés aux propriétés phar-
macocinétiques de la molécule développée. Nous verrons dans la section "Trouver des
molécules organiques candidates-médicaments" comment limiter ces causes d’échec lors
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de la recherche de molécules candidates-médicaments. Cependant, 10 à 40% des échecs
peuvent être imputés à la validation de la cible. Le fait de ne pas pouvoir prévoir les
effets secondaires représente en effet 10% des causes d’échec. Les 30% restant expliqués
par un manque d’efficacité correspondent soit à un manque d’efficacité de la molécule
sur la cible, soit à une mauvaise validation de la cible. Cette étape est donc prépondé-
rante dans la mise en place d’un programme de recherche de médicaments, puisque sa
validation surviendra seulement en phase clinique II.
2.4 Notion de “druggability”
Comme nous venons de le voir, la validation d’une nouvelle cible pharmacolo-
gique est importante, en raison des effets secondaires dûs à la modulation de l’activité
d’une seule cible, dans le tissu malade ou dans d’autres tissus. Cependant, ils sont dif-
ficiles à prévoir et nécessitent une vision plus globale de l’organisme. Une fois la cible
validée, il faut encore trouver une NCE efficace, c’est-à-dire qui se lie spécifiquement à la
cible et qui possède les propriétés d’ADME-T nécessaires à son efficacité sur l’organisme
humain.
C’est ainsi qu’est née la notion de “druggability”, terme anglais qui pourrait être
traduit par “développabilité” ou “médicamentabilité”. Cette notion caractérise une pro-
téine dont la structure permet à une petite molécule ayant les caractéristiques d’ADME-
T d’un médicament de modifier son activité. Cette notion s’applique donc essentielle-
ment à la recherche de médicaments sous forme de petites molécules organiques. La
bioinformatique permet le calcul de la "druggability" d’une protéine. Dans un premier
temps, la recherche d’homologues permet de savoir si des protéines de la même famille
sont des cibles thérapeutiques déjà connues. Ainsi, les récepteurs couplés aux protéines
G, les canaux ioniques, les kinases, les récepteurs nucléaires d’hormones ou les phospho-
diestérases sont des familles de protéines dont on sait qu’elles sont “druggable”, puisque
déjà validées au niveau clinique.
D’autres techniques requièrent la structure tri-dimensionnelle (3D) de la cible
pharmacologique et consistent à rechercher à la surface de la structure des cavités dont
la topologie et les propriétés physico-chimiques permettent d’envisager la fixation d’une
petite molécule avec une affinité suffisante. De nombreux logiciels permettent cette
étude in silico. Les méthodes utilisées sont basées sur des critères géométriques et/ou
énergétiques. Parmi les logiciels utilisant les méthodes de type géométrique les plus clas-
siques, on peut citer LIGSITE [73, 74], PASS [75], PocketFinder [76], CAST [77]. Les
méthodes de type énergétique calculent des potentiels énergétiques de liaison. C’est le
cas de GRID [78], vdW-FFT [79] et DrugSite [80]. Enfin, d’autres méthodes se basent
sur les données de sites connus, comme MED-SuMO [81] ou CavBase [82]. Cependant,
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l’identification de cavités sur la cible ne renseigne pas sur leur capacité à interagir avec
une petite molécule. Il est nécessaire ensuite de tester cette hypothèse par un criblage
biochimique par exemple [83].
Les principales limites de cette approche sont dues au fait que les changements
conformationnels, comme la flexibilité du site ou les sites allostériques, et les effets de
solvatation ne sont pas pris en compte. Toutefois, cette approche peut être très utile,
surtout quand on sait que le taux de succès lors de la recherche de têtes de série est de
60% seulement [84]. Cheng et al. ont developpé une méthode de prédiction de l’affinité
maximale pour une cible donnée qu’une petite molécule pourrait atteindre. L’application
de cette méthode à des médicaments approuvés a montré une bonne corrélation avec la
réalité et l’application à des cibles encore non testées, l’homosérine dehydrogénase fon-
gique (HSD) et l’hématopoiétique postaglandine D synthetase (H-PGDS), a confirmé
l’utilité de la méthode. En effet, avec une valeur maximale de KD de 240 nM, HSD a
été prédite non-“druggable”, alors que H-PGDS était “druggable” (KD = 30 nM). Un
criblage haut débit de petites molécules n’a pas permis de découvrir de molécules d’une
affinité meilleure que 1 µM pour HSD, alors que 11 ont été trouvées pour H-PGDS [85]
(pour le rôle de l’affinité dans la conception de molécules candidates-médicaments, cf
section “3.1.1 L’affinité pour la cible”).
2.5 Nature et nombre de cibles thérapeutiques
Les cibles thérapeutiques peuvent être classées d’après leur nature en plusieurs
catégories : les enzymes, les substrats ou métabolites, les récepteurs, les canaux ioniques,
les protéines de transport, les acides nucléiques et le ribosome, les cibles des anticorps
thérapeutiques et celles qui correspondent à un médicament dont le mécanisme d’action
est inconnu (cf Fig. n◦8) [86].
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Fig. 8 – Répartition des cibles thérapeutiques visées par un médicament selon leur catégorie
biochimique [12]. GPCR : récepteur couplé aux protéines G (G protein-coupled receptor).
Le nombre de cibles thérapeutiques identifiées a largement été discuté et dé-
battu dans la littérature [12,86–89]. Une revue récente [13] recense ces études et montre
des chiffres allant de 273 à 6000 cibles validées par un médicament et approuvées par la
FDA. Cette étude propose un chiffre consensus de 324 cibles thérapeutiques pour toutes
les classes de médicaments connus et approuvés, se basant sur la mise en évidence d’un
lien entre la cible et le phénotype cellulaire et/ou in vivo attendu.
Ce chiffre sert de base à l’extrapolation du nombre de cibles thérapeutiques po-
tentielles issues du génome humain. En tenant compte du nombre de gènes concernés et
de leurs homologues, 3,5% du génome humain serait “druggable”, soit 1048 gènes, à la
différence d’autres études estimant à 3000 ou 5000 le nombre de gènes druggables [86,90].
Ceci peut être gênant quand on sait que OMIM estime à 1620 le nombre de gènes as-
sociés à une maladie, ce qui montre la nécessité d’avoir recours à d’autres formes de
médicaments que la forme chimique.
Utilisant les bases de données de motifs, comme Pfam [91] et SCOP [92], l’en-
semble des protéines “druggable” serait représenté par seulement 130 domaines privilé-
giés “druggable”, alors que le nombre de repliements possibles est estimé à 10000 [93] et
le nombre de familles de protéines à 16000 [94].
D’autres analyses estiment entre 600 et 1500 le nombre de cibles thérapeutiques,
chiffre correspondant à l’intersection du nombre de protéines “druggable”, soit 3051, et
du nombre de gènes impliqués dans une maladie, c’est-à-dire entre 3000 et 10000 (cf
Fig. n◦9).
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Fig. 9 – Estimation du nombre de cibles potentielles, correspondant aux cibles “druggable” et
impliquées dans une maladie [12].
De plus, compter le nombre de cibles est difficile parce que le protéome est plus
grand que ce qui peut être déduit du génome humain. En effet, les multiples épissages
alternatifs possibles, les diverses modifications post-traductionnelles et les différentes oli-
gomérisations d’une protéine sont autant de possibilités de cibles distinctes. Par ailleurs,
cibler des interactions protéine-protéine est une voie encore peu explorée mais promet-
teuse et qui élargit encore davantage les perspectives possibles pour le développement
de nouveaux médicaments [95].
2.6 Les limites de l’approche basée sur la cible
Malgré ses succès, l’approche basée sur la cible montre ses limites. Souvent, cette
approche est restrictive du fait qu’il est difficile de tenir compte de toutes les voies mé-
taboliques dans laquelle une cible peut être impliquée et d’anticiper les répercussions
possibles lors de la modulation de son activité. Les modèles KO pour la cible sont in-
téressants mais ne tiennent pas compte d’une possible adaptation des cellules, voire de
l’animal, pour pallier à l’absence totale de la cible [41,42]. A ce propos, la technique des
siRNA (pour "small interfering RNA") permet de réduire spécifiquement et efficacement
l’expression d’une protéine de façon réversible et présente donc un comportement plus
proche de la molécule médicament que le KO [96,97]. De nombreux exemples confirment
l’intérêt de cette approche [98]. Par exemple, l’inhibition par siRNA de l’expression du
gène de la survivin a considérablement réduit la croissance de certaines tumeurs, révé-
lant l’importance de ce gène comme cible thérapeutique du cancer [99].
D’autre part, cet aspect restrictif ne permet pas d’anticiper les effets secondaires
non souhaités, car le système biologique qu’est l’humain est trop complexe pour pou-
voir prévoir les répercussions sur d’autres tissus par exemple. D’ailleurs, Imming met
en garde contre le piège du réductionnisme dans la compréhension des bases molécu-
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laires de l’action d’un médicament [86]. C’est la raison pour laquelle les inhibiteurs
selectifs de COX-2 (Cyclooxygenase-2) ont dû être retirés du marché momentanément.
La sélectivité de ces anti-inflammatoires par rapport à COX-1 permettait de limiter
les problèmes gastrointestinaux induits par l’inhibition simultanée de COX-1 et COX-
2 par des anti-inflammatoires non spécifiques de COX-2. Bien que le mécanisme soit
aujoud’hui éclairci, personne n’aurait pu prévoir au moment de sa mise sur le marché
que ces médicaments seraient responsables d’effets indésirables comme des infarctus du
myocarde.
A l’inverse, on peut aussi être surpris parfois du peu d’effets secondaires de mo-
lécules peu spécifiques. Par exemple, les statines, largement prescrites pour diminuer
les taux élevés de cholesterol dans le cadre de l’hypercholesterolémie, interfèrent avec la
biosynthèse du cholesterol en inhibant HMG-CoA (HydroxyMethyl Glutarate) reduc-
tase. Ceci veut dire que les statines interfèrent aussi avec la biosynthèse des résidus
farnesyl, des acides choliques, des hormones sexuelles et des corticostéroides. Or, de
façon étonnante, ces médicaments présentent peu d’effets secondaires, qui sont de plus
passagers [40].
Par ailleurs, la spécifité d’association cible-pathologie n’est pas toujours aussi
forte que ce qui peut être déduit d’analyses basées sur la cible. L’approche basée sur la
cible pousse l’industrie pharmaceutique à trouver des molécules très spécifiques, avec
l’idée sous-jacente de limiter les effets secondaires. Pourtant, des molécules peu spé-
cifiques, appelées "médicaments sales" ou "dirty drugs", sont commercialisées et très
efficaces [100]. Le plus "sale" des anti-arhythmiques, l’amiodarone, est aussi le plus ef-
ficace. Pareillement, l’effet de la papaverine, relaxant des muscles lisses, résulte à la fois
d’une inhibition de la cyclique nucléotide phophodiesterase, du blocage d’un canal cal-
cique et d’une activité antagoniste sur le récepteur adrénergique alpha, activités toutes
aussi nécessaires les unes que les autres [86]. De même, le clozaril, prescrit contre la
schizophrénie, est efficace justement parce qu’il cible plusieurs protéines à la fois. Amé-
liorer la spécificité n’a pas accru son efficacité, ni réduit les effets secondaires. De fait,
les maladies cardiovasculaires, le cancer et les troubles psychotiques résultent davantage
d’anomalies moléculaires multiples que d’un seul défaut [101].
La polypharmacologie n’est pas nouvelle, mais son importance pour le traitement
de certaines maladies est actuellement réalisée. Bien que difficile à mettre en place de
façon rationnelle, elle permet de limiter les phénomènes de résistance [100]. Le meilleur
exemple récent en la matière est sûrement le Gleevec® (Novartis) ou imatinib mesylate.
Malgré un marché restreint, Novartis a développé un inhibiteur de la tyrosine kinase
chimérique BCR-ABL, issue d’une translocation chromosomique caractéristique des leu-
cémies myéloides chroniques et responsable de la prolifération des cellules leucémiques,
à partir de sa structure cristallographique. Son activité sur d’autres kinases, comme
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c-KIT, PDGF (platelet-derived growth factor) et un récepteur des cellules-souches, lui
permettent aujourd’hui d’être utilisé pour le traitement d’autres cancers, notamment
les tumeurs stromatolithiques gastrointestinales.
Aujourd’hui, l’accent est mis sur la nécessité de valider les nouvelles cibles thé-
rapeutiques sur des systèmes les plus complexes possibles, pour revenir à des approches
basées sur les systèmes biologiques, tout en tenant compte des détails moléculaires au-
jourd’hui compris. Comme l’expliquent Hood et Perlmutter [41], trois points sont essen-
tiels dans la découverte de nouvelles molécules efficaces. Le premier est l’identification de
cibles thérapeutiques pertinentes. Le second est la découverte d’un médicament qui va
pouvoir perturber de façon appropriée la cible. Le troisième est l’évaluation la meilleure
possible des effets secondaires et des propriétés pharmacologiques du médicament avant
le lancement des essais cliniques. L’approche basée sur les systèmes biologiques est for-
tement susceptible d’améliorer le premier et le dernier point de ce processus en terme
de succès clinique.
Cependant, une fois la cible thérapeutique validée, tant dans le principe mis en
œuvre que dans les effets secondaires pouvant survenir, trouver des molécules candidates-
médicaments qui viendront moduler son activité, ce qui correspond au second point selon
Hood et Perlmutter, devient la priorité. La suite de ce manuscrit s’attache à présenter
les techniques majeures de ce domaine.
3. Trouver des molécules organiques candidates-médicaments
Précédemment, nous avons vu comment identifier des cibles pharmacologiques,
la majorité étant des protéines, et l’importance de leur validation d’un point de vue cli-
nique. Nous avons vu également qu’il existait plusieurs formes de médicaments, et que
la plus représentée était la forme de petites molécules organiques. Cette section traite
de la découverte de molécules organiques interagissant avec une cible de type protéique.
Nous avons également vu que, du fait du taux important d’échec à chaque étape
du développement d’un médicament, plusieurs molécules étaient développées en paral-
lèle. Ces molécules ont des propriétés qui les rendent "lead-like". Le terme traduisant
"lead" en français est tête de série. Ces molécules sont le plus souvent issues de l’op-
timisation de molécules "hits", en français “touches”, identifiées lors d’un criblage haut
débit (HTS, High-Throughput Screening). Les molécules criblées peuvent provenir de
produits naturels ou de la synthèse chimique. Le but est d’obtenir des molécules dont
les propriétés seront le plus "drug-like" possible, c’est-à-dire proches de celles des mé-
dicaments de type molécule organique déjà commercialisés, pour maximiser les chances
de succès en phase clinique, puis comme médicament si la FDA ou une autre autorité
en la matière les approuve.
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3.1 Qu’est-ce qu’une molécule “tête de série” ?
Une molécule “tête de série” est une molécule qui va interagir avec la cible, pour
l’inhiber, l’activer ou modifier son activité d’une quelconque façon. Ce sont donc en
général des ligands de la cible. Pour que ces molécules aient une chance de devenir un
candidat-médicament, elles doivent en plus posséder des propriétés d’ADME-T satis-
faisant certains critères propres à la vie d’un médicament dans l’organisme humain ou
animal.
3.1.1 L’affinité pour la cible
Une affinité suffisante est nécessaire pour avoir une activité spécifique sur la
cible visée. Actuellement, la valeur médiane de l’affinité observée sur l’ensemble des
médicaments commerciaux est 20 nM (cf Fig. n◦10).
Fig. 10 – Distribution des médicaments en fonction de leur affinité [13].
Ainsi, le candesartan, un angiotensin-II recepteur-1 bloquant, présente une IC50
(valeur de la concentration nécessaire pour obtenir une inhibition de 50% de l’activité
visée) de 51 pM. En revanche, la nabumatone, anti-inflammatoire non stéroidien, a une
IC50 de 3,53 µM.
L’affinité peut être liée à la spécificité de la molécule. Mais comme on l’a vu pré-
cédemment, celle-ci n’est pas toujours aussi souhaitable qu’on peut le penser. L’approche
"un médicament, plusieurs cibles" se développe et remet en question l’importance de
l’affinité et de la spécificité du médicament pour sa cible.
La sélectivité peut toutefois être recherchée. Bien que des effets secondaires très
gênants aient entrainé son retrait du marché, l’exemple des inhibiteurs de COX-2 illustre
l’intérêt de la sélectivité. Les cyclooxygénases ont un rôle clé dans la production de pros-
taglandines et sont des cibles validées de certains anti-inflammatoires. En 1993, le gène
COX-2 a été découvert et impliqué comme médiateur de la réponse inflammatoire, alors
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que COX-1 semblait avoir un rôle dans la protection de la muqueuse gastrointestinale.
L’hypothèse suivante a été émise : des inhibiteurs sélectifs de COX-2 auraient les effets
anti-inflammatoires souhaités, tout en réduisant les problèmes gastrointestinaux obser-
vés avec les autres anti-inflammatoires. Ces deux protéines présentent 64% d’identité et
80% de similarité. Trouver des inhibiteurs spécifiques semblait difficile, mais le canal de
fixation du substrat de COX-2 s’est révélé plus large et plus flexible que celui de COX-1,
dont Ile434 et Ile523 étaient remplacées par des valines (Val430 et Val511), hydrophobes
aussi mais moins encombrantes, dans la séquence de COX-2 (cf Fig. n◦11). Ainsi, le ce-
lecoxib et le rofecoxib ont été testés sur l’animal et ont produit l’effet escompté [102].
Fig. 11 – L’inhibition sélective de COX-2 est rendue possible grâce à la substitution de 2
isoleucines en valine par rapport à COX-1 [102].
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3.1.2 Les règles de Lipinski et les propriétés d’ADME-T
Outre une affinité qui lui confère une activité biologique, une molécule tête
de série doit pouvoir survivre dans l’organisme humain suffisamment longtemps pour
pouvoir exercer cette activité biologique. Les propriétés d’ADME-T de ces molécules
se vérifient lors de la première phase clinique, c’est-à-dire chez le sujet sain. Lipinski
a défini un ensemble de règles permettant d’estimer la biodisponibilité d’un composé
par voie orale à partir de sa structure bidimensionnelle (2D). Ces règles concernant
les propriétés physico-chimiques ont été définies après l’analyse de 2245 médicaments
commercialisés ou en phase finale de développement [103] :
– le poids moléculaire du composé ne doit pas être supérieur à 500 daltons (Da),
– le logarithme décimal du coefficient de partage eau / 1-octanol, noté logP,
doit être inférieur à 5,
– le nombre de donneurs de liaisons hydrogène doit être inférieur à 5,
– le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogène doit être inférieur à 10.
Les composés dont les propriétés physico-chimiques ne satisfont pas au moins 2 des
règles sont fortement susceptibles de présenter des problèmes d’absorption ou de per-
méabilité. En effet, moins de 10 % des molécules en phase clinique présentent plus de
deux critères en dehors de la gamme préconisée par Lipinski.
De plus, Veber a introduit deux critères supplémentaires à ce qui est aujourd’hui
communément appelé "la règle des 5". D’après l’étude de 1100 composés candidats-
médicaments chez GlaxoSmithKline, la surface polaire (PSA, polar surface area) du
composé doit être inférieur à 140 Å2 et le nombre de liaisons de rotation ("rotatable
bonds" en anglais) doit être inférieur à 10 pour une bonne biodisponibilité par voie orale
chez le rat [104]. La surface polaire est représentée par la somme des surfaces des atomes
polaires de la molécule (calcul basé sur la topologie de la molécule ou tPSA) et permet
de prédire l’absorption intestinale et le passage de la barrière hématoencéphalique. Le
calcul de la surface polaire à partir de la structure 3D du composé est possible mais
gourmande en temps de calcul. Or, le calcul basé sur la topologie montre une très bonne
corrélation avec ces résultats (r2=0.982, [105]). Ces critères peuvent être adaptés à la
cible visée par la molécule. En effet, alors que l’absorption intestinale devient difficile
pour un composé de surface polaire supérieure à 140 Å2, 60 Å2 est le seuil maximal
pour le passage de la barrière hématoencéphalique [106].
Ces critères sont aujourd’hui très utilisés dans le processus de découverte de mo-
lécules têtes de série et ce, à un stade très précoce. Il est à noter qu’une stringence plus
forte sur les règles peut être appliquée lors de la recherche de molécules touches, dans la
mesure où celles-ci doivent encore être optimisées pour devenir candidat-médicament.
Une étude de Oprea propose que les molécules touches aient un poids moléculaire 100
32
Introduction générale 3. Trouver des molécules organiques candidates-médicaments
Da inférieur à celui des molécules têtes de série, un noyau aromatique de moins, 2 liai-
sons de rotation de moins et une valeur de logP inférieure d’une unité [107].
Il existe également de nombreux modèles QSAR (Relation Structure-Activité
Quantitative) pour calculer les propriétés d’ADME-T d’une molécule [108, 109]. L’une
d’elles est fondée sur l’évaluation d’une interaction potentielle avec la glycoprotéine P
(Pgp). Pgp est un transporteur membranaire, qui joue un rôle important dans l’ef-
flux des molécules médicaments, et donc dans leur pharmacocinétique [110]. De même,
l’analyse de la fixation aux cytochromes P450, intervenant dans le métabolisme des
médicaments, par des modèles QSAR renseignent sur les propriétés d’ADME-T de la
molécule [111, 112]. Cependant, la toxicologie prédictive et la pharmacocinétique pré-
dictive in silico restent difficiles.
L’utilisation de ces critères présente cependant des limites dont il faut être
conscient. En effet, sur les 1357 médicaments commercialisés, seuls 885 satisfont aux
critères de Lipinski [13,113,114].
3.2 Comment trouver une molécule tête de série ?
3.2.1 L’espace chimique
Hann et Oprea ont défini 4 espaces chimiques [115] :
– VIRTUEL : l’espace chimique virtuel est le plus vaste possible, il contient
tous les composés organiques qu’il serait possible de synthétiser. Sa taille a
été estimée à 1060 molécules [116,117].
– TANGIBLE : l’espace tangible contient toutes les molécules qui peuvent être,
d’après les connaissances actuelles, synthétisées, c’est-à-dire entre 1020 et 1024
molécules [118].
– GLOBAL : l’espace global est défini comme l’ensemble des molécules existant
réellement dans le monde. Bien que toutes réelles, il est difficile d’en connaître
le nombre exact, pour des raisons de confidentialité industrielle. L’ordre de
grandeur est 108 molécules.
– REEL : l’espace réel est le sous-ensemble de molécules de l’espace global pos-
sédées par une seule entité (industrie ou laboratoire). Le nombre de molécules
de l’espace réel peut aller jusqu’à 107.
L’espace chimique doit être parcouru le plus largement possible pour trouver une mo-
lécule permettant de moduler l’activité d’une cible validée [119]. Nous verrons plus loin
quels choix s’offrent au chercheur pour réduire cet espace chimique et comment le par-
courir.
Certaines molécules existent physiquement (espaces global et réel), d’autres pas
mais peuvent être synthétisées (l’espace tangible). Toutes les molécules peuvent être
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représentées de façon virtuelle. La chemoinformatique a créé pour cela les descripteurs
moléculaires. Ils sont le plus souvent classés selon la dimensionnalité de la structure
nécessaire pour les calculer, la structure 3D étant la moins utilisée pour des raisons
de temps de calcul et de choix de la conformation active (exemple de CoMFA pour
“Comparative Molecular Field Analysis” [120]). On estime à 3100 le nombre de descrip-
teurs utilisés en chemoinformatique [121]. Ils peuvent contenir des informations simples
comme la formule brute de la molécule, le nombre et le type d’atomes présents ou la
masse moléculaire (descripteurs 1D) ou des informations plus complexes comme des
indices topologiques, des indices de polarité ou des éléments de pharmacophore.
Les descripteurs basés sur les propriétés pharmacophores mettent en relation les
propriétés physicochimiques des atomes avec la topologie de la molécule. Ces propriétés
pharmacophoriques sont essentiellement les atomes donneurs et accepteurs de liaisons
hydrogène, les charges, les centres hydrophobes et les cycles aromatiques. La distance
topologique entre deux éléments du pharmacophore donne une empreinte pharmaco-
phorique qui pourra être utilisée pour la recherche de molécules de topologie similaire.
D’autres descripteurs de type QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)
sont des modèles prédictifs qui ont pour objectif d’estimer la capacité d’une molé-
cule à devenir un médicament suffisamment stable dans l’organisme pour être actif et
concernent par exemple la lipophilie d’une molécule [122].
Différents formats de fichiers ont été décrits pour représenter la structure des
molécules. Les plus connus sont SMILES, SDF, mol2 (Tripos) et PDB (Protein Data-
Bank). Le format SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) permet de
représenter les molécules sur une seule ligne de caractères. Les tirets simples ou doubles
représentent des liaisons de même nature, et un système de parenthèses permet de re-
pérer les embranchements au niveau de la molécule. Les chiffres permettent d’identifier
les connections de cycle. Le problème de ce code est sa dégénerescence. En effet, à une
même molécule peuvent correspondre plusieurs codes SMILES. Le code SMILES cano-
nique a permis de résoudre ce problème. L’avantage principal de ce format est qu’il est
léger, permettant le stockage de bases de molécules de grande taille dans un espace mé-
moire restreint. Cependant, d’autres informations sont souvent nécessaires, notamment
la structure 3D de la molécule. Des formats comme PDB, SDF ou mol2 contiennent
les coordonnées cartésiennes de chaque atome, et éventuellement leur charge partielle
(mol2), ainsi que toutes les liaisons formant la molécule. OpenBabel permet la conver-
sion d’un format 3D vers un autre format 3D. La conversion d’un format 2D vers un
format 3D nécessite de générer de l’information et est rendue possible grâce à des ou-
tils comme Omega, Corina (www.molnet.de), Catalyst (www.accelrys.com), Concord
(www.tripos.com) ou Frog (bioserv.rpbs.jussieu.fr). Selon la molécule, différents états
d’ionisation et stéréoisomères peuvent être générés et il est important de le vérifier avant
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l’utilisation de ces formats 3D.
3.2.2 Les bases de molécules
Les descripteurs définis ci-dessus sont utilisés pour la préparation des bases de
molécules destinées au criblage. Ils permettent de filtrer la base pour éliminer d’emblée
les molécules au faible potentiel de candidat-médicament. Les règles de Lipinski sont
appliquées, et les molécules réactives, toxiques ou métabolisables sont éliminées.
Environ 800 fournisseurs de produits chimiques disposent de bases de molécules,
ou chimiothèques, contenant les molécules qu’ils vendent. La base de données de chi-
mie de référence est le CAS (Chemical Abstracts Service), avec 27 millions d’entrées,
mais les molécules ne peuvent pas être achetées directement [123]. Les chimiothèques
généralistes, comme ACD (Available Chemicals Directory) ou Sigma-Aldrich, proposent
des molécules commerciales, mais ne présentent aucune information biologique relative
à la molécule. D’autres banques sont consacrées aux produits biologiquement actifs,
comme la MDL Comprehensive Medical Chemistry (CMC) et le MDL Drug Data Re-
port (MDDR) [124] qui présentent les modèles biologiques associés à près de 9000 agents
pharmacologiques, la banque du NCI (National Cancer Institute) [125] ou la CSD (Cam-
bridge Structural Database) [126]. A chaque molécule qu’elles contiennent sont associées
des informations à propos de l’activité biologique, mais la molécule n’est pas toujours
disponible physiquement.
Certaines bases de molécules sont destinées au criblage virtuel (cf section "De
nouvelles méthodes pour la découverte de médicaments") et sont disponibles gratui-
tement. Par exemple, ZINC [127] contient 4.3 millions de molécules commerciales.
ChemDB et PubChem en contiennent 1 million, ChemBank 4 millions. ZINC et ChemDB
permettent une recherche par vendeur et les molécules sont bien annotées, sous forme
de descripteurs, en terme de propriétés physico-chimiques [128].
Certains fournisseurs proposent également des banques dont la diversité permet
une bonne exploration de l’espace chimique. C’est le cas de Tripos Leadscreen, Chemdiv
CombiLab ou Chembridge Diverset. En effet, une des caractéristiques essentielles pour
une base de molécules est sa diversité. Aucune ne contient l’espace chimique virtuel tout
entier. La notion de diversité caractérise la possibilité de couvrir le plus possible l’espace
chimique pour maximiser le nombre de chances de trouver des molécules touches. L’idée
sous-jacente est le principe de similarité, selon lequel des composés ayant des structures
similaires ont des activités biologiques proches (les mesures de similarité, dont la plus
connue est le coefficient de Tanimoto [129], ne seront pas développées dans ce manus-
crit). D’ailleurs, une molécule similaire à un composé actif a 30 fois plus de chances
d’avoir la même activité biologique qu’une molécule prise au hasard [130]. Ainsi, en
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maximisant la diversité, quelques touches au moins devraient apparaître. L’exploration
de l’espace chimique autour de cette molécule touche, c’est-à-dire son optimisation, lui
permettra peut-être de devenir une tête de série. Cependant, ce principe montre des
défaillances, poussant des spécialistes de Pfizer à dire que la sélection d’ensembles de
criblage par diversité ne produisait pas plus de succès qu’une sélection aléatoire [131],
point de vue peu partagé dans la communauté scientifique.
Toujours d’après le principe de similarité, la conception de chimiothèques vir-
tuelles focalisées est apparue intéressante, notamment pour des familles de protéines bien
identifiées du point de vue thérapeutique. En effet, l’analyse des NCE proposées de ces
20 dernières années ne révèle pas une grande diversité [38]. L’analyse des médicaments
actuels a révélé qu’ils sont principalement composés de 32 structures privilégiées ("fra-
mework" en anglais) [118, 132]. Ainsi, certains fournisseurs, comme Asinex, Chemdiv
ou Chembridge, proposent des chimiothèques focalisées contenant des molécules ayant
un fort potentiel d’activité sur les kinases, les canaux ioniques ou les protéines couplées
aux protéines G. La conception de la bibliothèque de la société Prestwick Chemical
(www.prestwickchemical.fr) repose sur le fait que 70 % des médicaments contiennent
des hétérocycles, et le développement de molécules contenant des pyridazines, structure
privilégiée dans les médicaments connus, rend cette banque de données intéressante
pour ses propriétés "drug-like".
De façon intéressante, les médicaments connus peuvent être testés pour leur af-
finité à une nouvelle cible pharmacologique. Ces molécules présentent des propriétés
d’ADME-T validées pour un médicament, et parfois des affinités faibles peuvent être
détectées pour d’autres cibles. Cette approche consiste à créer des analogues du médi-
cament montrant une affinité pour une nouvelle cible, pour obtenir une molécule ayant
des propriétés proches de celles d’un médicament, mais dont l’affinité pour sa cible
première aura été fortement diminuée au profit d’une affinité forte pour la nouvelle
cible. Une illustration classique est celle du développement d’un antagoniste sélectif des
récepteurs à l’endothéline A, pour le traitement de l’hypertension pulmonaire et l’insuf-
fisance cardiaque, à partir d’un antibactérien à base de sulfathiazole d’affinité 69 µM.
Le développement et l’optimisation de cette molécule ont conduit à l’identification d’un
composé d’affinité picomolaire, sélectif par rapport au récepteur à l’endothéline B d’un
facteur 80000 et avec une biodisponibilité de 100 % chez les rats et un succès en phase
clinique I [133].
Le choix d’une base de molécules constitue un élément clé de la stratégie de re-
cherche de molécules candidates-médicaments. La description des différentes stratégies
dès la fin de cette section et dans la section "De nouvelles méthodes pour la découverte
de médicaments" précisera son influence.
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3.2.3 Filtrer les bases de molécules
L’espace chimique étant très vaste, la diversité est un critère essentiel pour une
base de molécules. Cependant, le nombre de molécules doit être raisonnable. Outre la
diversité, il est donc important que les molécules contenues dans la banque présentent
des propriétés d’ADME-T le plus proche de celles d’un médicament.
Précédemment, nous avons vu l’importance des critères de Lipinski pour une
bonne biodisponibilité par voie orale. Ces critères sont très souvent appliqués aux bases
de molécules utilisées pour le développement thérapeutique. Cependant, ces critères
peuvent être adaptés à la famille protéique ciblée [134].
D’autres filtres permettent d’éliminer les molécules qui pourraient se révéler être
des faux positifs. Ceux-ci sont un réel problème pour la recherche pharmacologique,
puisqu’ils compliquent l’analyse des résultats et qu’ils peuvent s’imposer temporaire-
ment dans le développement du médicament sans raison biologique, occasionnant une
perte de temps et d’argent. Une première catégorie de faux positifs est composée de
molécules qui ne se lient pas covalemment à la cible, mais induisent une forte relation
structure-réactivité chimique dans les tests biochimiques. Ce peut être des agents ché-
latants, comme l’hydroxamate qui se lie à l’ion des métalloprotéases matricielles, ou des
composés polyioniques, qui peuvent se lier aux sites de fixation des groupements phos-
phoryls des domaines SH2/SH3 par exemple. Cette réactivité chimique est différente
d’une activité biologique et ne donne pas de résultats thérapeutiques. Une liste de ces
molécules, appelées "warheads", est présentée sur la figure n◦12.
Une autre catégorie de faux positifs sont les molécules présentant des fonctions
réactives, principalement des fonctions électrophiles, qui vont permettre la formation de
liaisons covalentes avec la cible [135]. Une liste des fonctions réactives les plus connues
est présentée sur la figure n◦13.
Fig. 12 – Liste des molécules de type "warheads" [135].
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Fig. 13 – Liste des fonctions réactives pouvant être responsables de faux positifs dans la
découverte de nouvelles molécules touches [135].
D’autres molécules se lient de façon non spécifique et sont appelées "frequent
hitters" [136]. Ils peuvent être sous forme d’agrégats et absorber ou adsorber la cible,
et ce dès une affinité micromolaire [137, 138]. Une méthode de calcul a été développée
en 2002 pour les repérer [139].
Par ailleurs, certains groupements chimiques sont connus pour être toxiques,
d’où l’intérêt de les éliminer en amont. Ce critère peut être adapté au contexte bio-
logique. Par exemple, il peut être souhaitable pour un anti-cancéreux d’être toxique
pour tuer les cellules tumorales. Une liste de ces fonctions chimiques est présentée sur
la figure n◦14 [140].
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Fig. 14 – Liste de groupements chimiques connus pour être toxiques [140].
Ces filtres permettent de réduire un peu l’espace chimique à parcourir pour
trouver des molécules têtes de série, le but étant d’augmenter les chances de succès en
phase clinique I.
Malgré ces filtres et les critères de diversité appliqués lors du développement de
chimiothèques, le nombre de molécules potentielles pour une cible reste imposant. La
stratégie la plus répandue consiste à identifier dans un premier temps des touches en
criblant le maximum de molécules possibles. C’est le criblage haut débit, noté HTS.
L’optimisation des touches, notamment par chimie médicinale, permet dans un second
temps de générer des molécules similaires à ces composés. Par HTS, on identifie parmi
elles les molécules qui deviendront des têtes de série. La suite traite de ces deux méthodes
importantes dans le domaine de la recherche de molécules candidates-médicaments : la
chimie médicinale et le HTS.
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3.3 La chimie médicinale
Comme nous l’avons déjà vu, la chimie a joué un grand rôle dans l’histoire
du médicament, notamment avec l’isolation des premiers principes actifs. Le chimiste
médicinal a depuis toujours accompagné les premières phases de développement d’un
médicament. Ses connaissances en chimie et sa créativité lui permettent de faire évoluer
une molécule touche vers une molécule tête de série. Il s’intéresse au mode d’action des
molécules qu’il synthétise et les caractérise. La connaissance des propriétés des molé-
cules organiques, notamment ses propriétés d’ADME-T, l’aide à orienter la synthèse
vers des composés "drug-like".
La découverte du piroxicam (Feldene, Pfizer) illustre le rôle important du chi-
miste. En 1962, un chimiste et un pharmacologiste ont été recrutés chez Pfizer pour
développer un nouvel anti-inflammatoire. Tous deux nouveaux dans ce domaine, ils
étudièrent les thérapies déjà existantes, l’aspirine, l’indométhacine, le diclofenac, l’ibu-
profène,. . . Remarquant que toutes ces molécules provenant de la classe des acides
carboxyliques, le chimiste s’est mis à chercher un composé aux propriétés acides, mais
d’une autre classe chimique. En effet, les acides carboxyliques sont connus pour être
rapidement métabolisés et excrétés, d’où la nécessité désagréable pour les patients de
plusieurs prises par jour. L’intuition du chimiste le porta vers les fonctions carboxa-
mides, et après avoir testé différents analogues sur le chien, le piroxicam se révéla être
le meilleur d’entre eux et fut largement accepté par les patients arthritiques lors de
son AMM en 1980, notamment en raison du fait qu’une prise de 20 mg par jour suffit.
L’intuition du chimiste, sa connaissance des thérapies existantes et des objectifs clairs
se sont révélés essentiels à la réussite de ce projet.
La chimie médicinale a beaucoup évolué ces dernières décennies. La chimie com-
binatoire, parallèle et automatisée, a été une révolution dans ce domaine, permettant
de fournir des séries d’analogues d’une molécule touche. Le HTS a permis de tester
rapidement les nombreuses molécules fournies par le chimiste [141].
3.4 Le criblage haut débit
Dans les années 1990, l’industrie pharmaceutique a acquis des bases de molécules
conséquentes dans le but de pouvoir tester de nombreuses molécules sur les nouvelles
cibles thérapeutiques, de quelques dizaines de milliers de molécules dans les années 1990
à plusieurs centaines de milliers aujourd’hui. Ce criblage haut débit ou HTS avait pour
objectif de raccourcir la phase de découverte de molécules têtes de série.
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3.4.1 Les chimiothèques
Dans le criblage dit traditionnel, chaque composé était testé individuellement
dans un tube de 1 mL, plusieurs solvants étaient testés et le produit devait être pesé
correctement pour en connaître la concentration. Toutes ces contraintes limitaient le
débit à 20 à 50 composés par semaine. Aujourd’hui, l’utilisation de plaques 96-puits, et
maintenant 384, voire 1536-puits, permettent un débit bien meilleur, de 1000 à 10000
molécules par semaine.
Le DMSO (diméthyl sulfoxide) est un solvant miscible à l’eau qui permet d’amé-
liorer la solubilité des composés hydrophobes. Il solubilise un très grand nombre de com-
posés. Par ailleurs, le DMSO a la capacité de déstabiliser les membranes biologiques,
permettant un accès aux zones profondes des cellules. La présence de DMSO étant gé-
néralement sans effet nocif à 1% sur des lignées cellulaires et jusqu’à 5-10% pour les
essais biochimiques, la concentration du composé dans le DMSO est de l’ordre de 30
mM [142]. Par conséquent, il est utilisé pour solubiliser les molécules testées lors d’un
criblage haut débit. Les concentrations ne sont plus mesurées aussi précisément, 1 µg
environ étant utilisé dans des volumes aussi faibles que 50 à 100 µl pour les plaques
96-puits, voire 5 à 10 µl pour les plaques 1536-puits, réduisant considérablement les
coûts du HTS [143].
Des chimiothèques ciblées, c’est-à-dire construites autour d’un châssis molécu-
laire donné, aussi bien que de banques de molécules orientées vers la diversité peuvent
être criblées par HTS. Le choix de la base de molécules dépend de la cible considérée.
Si celle-ci appartient à une classe entièrement nouvelle, des collections orientées vers la
diversité seront plus appropriées. En revanche, pour des cibles appartenant à des classes
bien connues de cibles thérapeutiques, une collection ciblée conduira probablement à
plus de succès.
3.4.2 Les essais biologiques
D’un point de vue biologique, trois principaux types de test sont utilisés pour
tester les molécules. Le choix dépend de plusieurs facteurs, notamment des contraintes
matérielles sur la cible d’intérêt (quantités disponibles, stabilité), ainsi que de la fonction
de la protéine modifiée par la maladie ou le phénotype. On distingue généralement
les tests biochimiques des tests cellulaires. Quelques tests biochimiques parmi les plus
utilisés sont la polarisation de fluorescence, où la liaison du ligand à un partenaire de
haut poids moléculaire permet de maintenir la polarisation de la lumière émise, et donc
sa détection, le FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) qui va être activé
ou au contraire perdu après action de la cible sur le substrat doublement fluorescent
et l’ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent assay) où les produits de la réaction sont
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capturés sur la plaque grâce à un anticorps spécifique de celle-ci (cf Fig. n◦15) [144].
Ces tests ne sont pas applicables à tout type de cible. Les deux premiers concerneront
essentiellement les kinases, les récepteurs et les protéases, alors que l’ELISA est plus
largement utilisé sur toutes les cibles ayant une activité biochimique. Ce type de test
permet de sélectionner des molécules qui agissent sur la cible à l’échelle moléculaire,
mais aucune information sur l’activité de la molécule au niveau cellulaire ne peut en
être déduite.
Fig. 15 – Quelques exemples de tests biochimiques pour le HTS [144]. a. Une molécule d’ATP
radiomarquée permet le transfert d’un phosphate marqué sur le substrat. Le substrat radiomarqué est
capturé puis dosé après lavage par un compteur à scintillation, permettant de mesurer l’activité de la
kinase ciblée. b. Principe du FRET. La phosphorylation du substrat marqué permet son rapprochement
avec une autre molécule marquée, permettant au transfert de lumière d’avoir lieu. Il n’est pas besoin
de séparer le substrat dans ce test-là. c. Cette fois-ci, la phosphorylation du substrat est couplée à
la réduction du pyruvate en lactate et à l’oxydation de NADH en NAD+, moyennant la présence de
pyruvate kinase et de lactate deshydrogénase. La diminution de l’absorbance à 340 nm est directement
liée à la concentration en NADH, et par déduction, à l’activité de la kinase.
Pour les cibles intracellulaires, le composé n’est pas toujours déjà optimisé pour
la perméabilité cellulaire et des touches peuvent être ainsi perdues, les tests biochimiques
sont donc plus adaptés. Les tests cellulaires sont plus efficaces pour les récepteurs mem-
branaires, qui peuvent être testés dans leur état actif ou inactif. L’avantage de travailler
sur un système plus complexe que la protéine seule est d’observer les effets dans des
conditions un peu plus proches de celles où la molécule devra agir si elle est retenue
pour les étapes ultérieures de développement [145].
Enfin, le criblage phénotypique sélectionne des molécules actives sur la base
d’une interférence avec un processus biologique donné. Du fait que le test est prati-
qué sur des cellules en culture, voire sur des organismes entiers, comme la mouche du
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vinaigre Drosophila melanogaster, le poisson zèbre Dana rerio ou le nématode Caeno-
rhabditis elegans, le débit est nettement plus faible et la cible moléculaire du composé
actif doit ensuite être identifiée.
Ainsi est apparu le criblage à haut contenu d’information (“high-content scree-
ning”, en anglais). Bien que plus complexe à mettre en place, il se révèle de plus en plus
intéressant, surtout dans un contexte où la validation des cibles est essentielle. Il consiste
à réunir le maximum d’information sur les effets de la molécule pendant le criblage. Il
peut être réalisé sur une cible isolée (c’est le cas du criblage par RMN qui sera discu-
tée dans la section “RMN et conception de médicaments par fragment”) ou par un test
phénotypique. Son débit étant réduit, il est généralement réalisé comme second criblage
sur des molécules identifiées par HTS classique et leurs analogues. Le signal détecté est
multidimensionnel et peut être de l’imagerie (microscope confocal par exemple) ou un
spectre. Elle nécessite donc des plateformes technologiques et un savoir-faire de haut
niveau scientifique [146].
Les contraintes technologiques doivent aussi être mentionnées. L’essai choisi doit
présenter des qualités de précision, de rapidité, de robustesse et de fiabilité (estimées
par le facteur statistique Z’, non présenté dans ce manuscrit). Certains essais sont dits
en phase homogène car la détection est réalisée sans étape de séparation. Les essais en
phase hétérogène sont plus lourds à mettre en œuvre, mais peuvent être plus fiables.
La miniaturisation de l’essai impose également un certain nombre de mises au point de
l’essai en termes de volumes, distribution et mélange des réactifs, température, temps
d’incubation, . . . , et ce pour chaque cible testée. L’essai doit ensuite être validé sur des
contrôles positifs et négatifs.
La détection enfin est un point majeur de l’essai du criblage HTS et est le plus
souvent basée sur des méthodes de fluorescence, de radioactivité ou de luminescence.
Les lecteurs de microplaques permettent une détection rapide des puits contenant une
ou plusieurs molécules actives. Celle-ci doit ensuite être affinée pour valider la molécule,
par exemple par des courbes dose-effet.
Les moyens techniques d’aujourd’hui permettent d’atteindre des vitesses d’envi-
ron 1 minute par étape de l’essai sur une plaque 96-puits. Les essais sont mis au point,
au niveau de la concentration en ligand par exemple, pour qu’une affinité de 1 µM soit
détectée. Le rôle de la miniaturisation et de l’automatisation a été révolutionnaire et
a permis, selon certaines études, de réduire les coûts d’un facteur 35 [147]. On parle
aujourd’hui d’ultraHTS lorsque plus de 10000 molécules sont testées par jour [148].
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3.4.3 Les succès et les limites du HTS
Le HTS peut servir à identifier des molécules touches mais peut également être
utilisé pour le développement de molécules têtes de série. Certains tests peuvent être
développés pour tester les propriétés d’ADME-T, le métabolisme par le cytochrome
P450 ou la perméabilité à des cellules CACO2 [142]. Le HTS a prouvé maintes fois son
utilité. Un premier succès remarquable fut celui de la découverte par HTS du composé
CP-96,345 comme antagoniste du récepteur de la neurokinine-1, avec une valeur de
l’IC50 de 3 nM [149]. Cet exemple assez extraordinaire ne s’est pas répété souvent, la
plupart des molécules identifiées par HTS étant de l’ordre du micromolaire. Ces molé-
cules subissent des modifications chimiques ultérieures, par de la chimie combinatoire
aléatoire ou guidée par la structure, pour avoir une affinité suffisante à un développe-
ment pharmacologique.
Ceci a conduit Lahana à dire que le HTS n’a produit “aucune" tête de série [150].
Les touches découvertes nécessitent une phase d’optimisation importante. Malgré l’amé-
lioration des composés testés en terme de propriétés d’ADME-T et de diversité, malgré
les capacités impressionnantes d’automatisation et de miniaturisation qui permettent
d’augmenter le nombre et le débit de molécules testées, le criblage haut débit connaît une
baisse de productivité. L’étendue de l’espace chimique (1050 molécules) est telle que ni
l’espace virtuel ni l’espace global ou réel ne peuvent la contenir. Il apparait nécessaire,
dans certains cas, de trouver des molécules originales, différentes de celles contenues
dans les bases de molécules actuelles, pour avoir une diversité encore meilleure. Les
produits d’origine naturelle apparaissent clairement être une réponse intéressante [151].
D’autres approches ont fait leur apparition et quelques-unes d’entre elles sont à présent
discutées.
4. De nouvelles méthodes pour la découverte de médica-
ments
4.1 Qu’est-ce qu’une interaction protéine-ligand ?
4.1.1 Le modèle clé-serrure
Historiquement, le modèle clé-serrure posa les bases de la reconnaissance molé-
culaire. Fisher le proposa en 1894, sous cette image d’une serrure et d’une clé dont la
complémentarité de forme permet l’ouverture de la porte. Pareillement, le ligand se fixe
sur la protéine si leur forme respective le permet.
Ce modèle est bien évidemment beaucoup trop simpliste pour refléter la réa-
lité d’une interaction protéine-ligand, dont les partenaires sont loin d’être statiques
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comme une clé ou une serrure peuvent l’être. L’hypothèse de l’“induction par la forme”
(“induced fit hypothesis” en anglais) introduit des changements conformationnels de la
protéine pour s’adapter à la liaison du ligand dans le modèle clé-serrure. Elle permet
donc de prendre en compte, en plus de la complémentarité de forme, les liaisons hy-
drogène, les interactions charge-charge et la plasticité de la protéine. De plus, en 1940,
Pauling et Delbrück ont proposé que les complexes moléculaires soient stabilisés par
des interactions de type Van der Waals, électrostiques ou par des liaisons hydrogène.
Ce modèle reste limité, puisqu’il rend compte essentiellement de la part enthalpique de
l’interaction, mais n’implique pas les effets entropiques ni le rôle du solvant.
4.1.2 Le point de vue thermodynamique
L’interaction d’une petite molécule avec une macromolécule dans un solvant
implique des effets enthalpiques et entropiques sur les trois substances en présence : la
molécule organique, le récepteur et le solvant. Dans le cadre qui nous intéresse, le solvant
est généralement aqueux. L’énergie libre de Gibbs ou enthalpie libre, notée ∆G◦, est
reliée à la constante d’association du complexe par la relation :
∆G◦ = −RTln(Keq) (1)
La constante d’équilibre Keq, qui est le rapport de kon, constante d’association
du complexe, sur koff , constante de dissociation. Keq, appelée aussi affinité de liaison,
caractérise alors la tendance d’une molécule à se lier à une autre molécule donnée et
donc la stabilité du complexe. Les mesures de ∆G dépendent de nombreux paramètres,
comme les conditions de température, de pression, de force ionique, de pH ou de concen-
tration des solutés dans lesquelles elles sont effectuées.
L’énergie libre de liaison est égale à la somme des contributions enthalpiques et
entropiques à la stabilité du complexe.
∆G◦ = ∆H◦ − T∆S◦ (2)
Expérimentalement, les valeurs de Kd mesurées varient entre 10−2 et 10−12 M,
ce qui correspond à des valeurs de l’enthalpie libre comprises entre -10 et -70 kJ/mol
à une température de 298 K. Une variation de l’enthalpie libre de 5.7 kJ/mol à 298 K
induit une perturbation de la constante d’affinité d’un facteur 10.
Les interactions électrostatiques interviennent dans la stabilité du complexe.
Elles comprennent les ponts salins, les liaisons hydrogène, les interactions pi-pi, les inter-
actions dipole-dipole et les interactions avec des ions métaliques. Les liaisons hydrogène
sont dues à l’attraction d’un atome d’hydrogène lié à un atome électronégatif par un
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autre atome électronégatif ou un système d’électrons pi. En biologie, ces atomes sont
généralement N ou O. La distance entre les atomes donneurs et accepteurs de liaisons
hydrogène varie entre 2.5 et 3.2 Å, et l’angle de la liaison est compris entre 130◦ et 180◦.
La force de la liaison hydrogène dépend de l’environnement microscopique dans lequel
elle se trouve, et notamment de la constante diélectrique ε. La constante diélectrique
de l’eau (ou permittivité relative à celle du vide), ainsi que celle que l’on trouve à la
surface du récepteur, est de 80. A l’intérieur de la protéine, ε varie entre 1 et 20. De
plus, à proximité de groupements polaires ou de régions flexibles, ε sera plus élevée que
dans des régions non polaires. Ainsi, les liaisons hydrogène enfouies à l’intérieur de la
protéine sont généralement plus importantes que les liaisons exposées au solvant dans
l’interaction protéine-ligand.
Avant de se lier, les molécules indépendantes, protéine et ligand, sont en inter-
action avec le solvant. Les groupements fonctionnels de chaque espèce sont impliqués
dans des liaisons hydrogène avec les molécules d’eau du solvant. La différence entre les
enthalpies libres de ces contributions et des liaisons hydrogène formées lors du complexe
détermine si ces liaisons hydrogène contribuent effectivement à la formation du com-
plexe ou pas. En effet, la présence de groupements polaires qui ne seraient pas impliqués
dans des liaisons hydrogène est fortement défavorable à la formation du complexe, avec
une limite supérieure de 29 kJ/mol [152].
La formation du complexe implique de désolvater les parties des solutés qui se-
ront en contact. La désolvatation des parties polaires et chargées de ces molécules se
fait avec un coût élevé en énergie. Cette pénalité de désolvatation est en partie contre-
balancée par les interactions de type Coulomb (charge-charge) et les liaisons hydrogène
formées dans le complexe mais généralement pas suffisamment car ces interactions sont
moins favorables que les interactions natives avec l’eau quand ces molécules sont libres.
Dans le solvant, les molécules d’eau sont impliquées dans des réseaux de 3 à 4 liaisons
hydrogène, ce qui est également le cas de 80% des molécules d’eau à l’interface protéine-
ligand. La contribution d’une telle molécule d’eau à l’énergie de liaison a été estimée à
-7 kJ/mol, avec une part enthalpique de -16 kJ/mol, et un coût entropique de 9 kJ/mol
à 298 K.
La désolvatation des parties apolaires libère des molécules d’eau hautement or-
données et augmente l’entropie. Cette augmentation de l’entropie du solvant due à
l’enfouissement des parties apolaires est appelée effet hydrophobe et a été montré en
1959 par Kauzmann [153]. En général, on considère que l’effet hydrophobe est la force
majeure qui stabilise les complexes tandis que les interactions coulombiennes et les
liaisons hydrogène interviendraient plutôt dans la spécificité des interactions récepteur-
ligand. La surface hydrophobe enfouie peut être corrélée à l’enthalpie libre de liaison,
avec des valeurs de -0.11 à -0.24 kJ.mol−1.Å−2. Par exemple, l’enfouissement d’un mé-
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thyl, environ 25 Å2, correspond à une contribution de -2.75 à -6 kJ/mol et augmente
l’affinité de liaison d’un facteur 3 à 11. La corrélation est meilleure pour les grosses
molécules hydrophobes, pour les molécules plus petites, considérer le volume molécu-
laire est plus approprié. Par ailleurs, les interactions hydrophobes représentent la force
principale dans les changements conformationnels induits pour respecter la complémen-
tarité de forme entre le site de liaison et le ligand. L’effet hydrophobe est responsable
en moyenne de 80% de l’énergie libre impliquée dans un événement de reconnaissance
moléculaire [154].
Parallèlement à cette augmentation de l’entropie du solvant, se trouve une di-
minution de l’entropie des solutés. En effet, les molécules formant le complexe subissent
une perte d’entropie car elles se retrouvent contraintes dans le complexe perdant ainsi
des degrés de liberté. L’immobilisation totale d’une molécule conduit à une perte d’en-
tropie à 298 K entre 9 et 60 kJ/mol, mesurée sur des systèmes expérimentaux. Lors
de la formation d’un complexe, la contribution entropique à l’enthalpie libre due à la
restriction de la mobilité s’étend sur une échelle de 0.5 à 6 kJ/mol à 298 K. La perte
d’entropie des acides aminés lors de la restriction de la mobilité de leur chaîne latérale a
été calculée et varie de 0 (pour Ala, Gly, Pro) à 8.7 kJ/mol (pour Gln), avec une valeur
moyenne de 3.7 kJ/mol. Il arrive que la perte de mobilité d’un résidu favorise la mobilité
d’autres résidus. Dans d’autres cas, une mobilité résiduelle du ligand et des chaînes la-
térales dans le site ou une préorganisation de la conformation du ligand dans le solvant
ont une influence favorable sur ∆G. Il a été proposé également d’induire du désordre
conformationnel pour compenser la perte d’entropie. Des modifications de l’imatinib
ont permis de rétablir l’affinité pour un des mutants résistants de la kinase C-Kit en
favorisant la mobilité, et donc l’entropie, de la boucle activatrice du mutant [155]. Il
est également important de tenir compte de l’énergie interne des solutés. En effet, celle-
ci peut être plus élevée selon que les molécules sont impliquées dans un complexe ou
qu’elles sont libres de 12 kJ/mol. Cette énergie de tension ("strain-energy" en anglais)
peut déstabiliser le complexe.
La somme des contributions individuelles des différentes interactions au sein
du complexe permet d’approximer ∆G. Cependant, elle ne permet pas de prendre en
compte les phénomènes de coopérativité. Par exemple, l’effet hydrophobe favorise la
liaison et la stabilité de certains complexes dans une mesure plus importante que celle
attendue. Ceci s’explique par une augmentation coopérative de la force des interactions
électrostatiques voisines [152]. Par ailleurs, les phénomènes de compensation enthalpie-
entropie semblent être une propriété intrinsèque des interactions inter-moléculaires de
plus faible énergie. La perte de mobilité s’accompagne alors d’une augmentation des
forces de liaison et vice versa. Alors que les variations de ∆H et ∆S sont importantes,
la résultante, ∆G, ne varie que faiblement. Ainsi, des erreurs relativement faibles sur
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∆H et ∆S peuvent avoir une influence considérable sur ∆G et rendent difficiles les
prédictions d’interactions protéine-ligand. La force d’une interaction intermoléculaire
est donc fortement dépendante du contexte chimique dans lequel elle a lieu [156].
4.1.3 La cinétique de formation d’un complexe
Dans le contexte d’un modèle cinétique le plus simple possible, le processus de
liaison intermoléculaire peut être schématisé de la façon suivante :
[E] + [L]
kon−−−⇀↽ −
koff
[EL]
Trois entités chimiques sont en présence : le récepteur libre E, le ligand libre L et le com-
plexe récepteur-ligand EL. Cet équilibre dynamique est caractérisé par trois constantes :
kon, koff et KD. La constante koff est unimoléculaire et inversement proportionnelle à
la durée de vie du complexe τB, alors que kon est une constante de vitesse bimoléculaire
qui traduit la probabilité d’un événement de rencontre fortuit entre le récepteur libre
et le ligand libre conduisant à la formation du complexe EL. Cette vitesse est limitée
par la vitesse de diffusion des molécules et sa valeur varie entre 107 et 109 M−1s−1.
Bien que très accepté, ce modèle est une approximation, dans la mesure où il ne tient
pas compte de la complexité des forces intermoléculaires qui peuvent favoriser ou atté-
nuer la fréquence de ces rencontres "fortuites" [157]. En effet, des évènements de liaison
non spécifique peuvent favoriser la rencontre des deux molécules, la liaison spécifique
se faisant dans un deuxième temps. Ce mode de liaison pourrait expliquer le fait que
la vitesse d’association du répresseur au lactose d’Escherichia coli à son opérateur soit
100 à 1000 fois supérieure à la vitesse atteinte lors de la diffusion simple en trois di-
mensions [158,159]. Une première étape permettrait une reconnaissance non spécifique
entre l’ADN et la protéine s’y fixant, un facteur de transcription par exemple, via les
sucres et les groupements phosphate de la double hélice d’ADN. Une fois la protéine
fixée à l’ADN, les protéines pourraient trouver plus rapidement leur séquence cible et
créer une liaison plus forte et spécifique de la séquence en faisant intervenir les bases de
l’ADN [160,161].
L’affinité de liaison, notée KD, est décrite par la constante de dissociation à
l’équilibre thermodynamique KD.
KD =
[E]× [L]
[EL]
=
koff
kon
(3)
La fraction du récepteur qui est à l’état lié est :
fEB =
[EL]
[E] + [EL]
(4)
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La combinaison des fractions 3 et 4 conduit à l’expression suivante :
fEB =
[L]
[L] +KD
(5)
L’équation 5 est une fonction hyperbolique de [L]. KD vaut la concentration en
ligand [L] nécessaire pour saturer la moitié du récepteur. Quand [L] est très inférieure
à KD, fEB est proportionnelle à [L]. Quand [L] est très supérieure à KD, f
E
B vaut 1,
ce qui signifie que tous les récepteurs sont complexés à une molécule de ligand. A ce
stade, l’échange entre deux molécules distinctes de ligand se produit avec une vitesse
qui vaut approximativement l’inverse de koff . Ainsi, des ligands de plus faible affinité
auront une valeur de KD plus grande, ce qui veut dire qu’il faudra ajouter une plus
grande quantité de ligand pour saturer le site de liaison au récepteur. La fraction liée,
fEB correspond à [EL]/ET , ET étant la concentration totale du récepteur. Nous pouvons
écrire [EL] en fonction des paramètres expérimentaux connus, ET et LT , concentration
totale en ligand. En utilisant l’équation 3 et le fait que ET=[EL]+[E] et LT=[EL]+[L],
nous obtenons l’équation suivante :
fEB =
(
KD + LT + ET −
√
(KD + LT + ET )2 − 4LTET
)
2ET
(6)
La fraction liée du ligand, fLB = [EL]/LT est comprise entre 0 et 1/,  = LT /ET
et correspond à l’excès molaire de ligand par rapport au récepteur. Quand [EL] = ET ,
c’est-à-dire quand le récepteur est saturé, fLB atteint sa limite.
4.1.4 L’activité biologique
Trois valeurs permettent de caractériser l’activité biologique : le Ki, l’IC50 et
l’EC50. Le Ki représente, dans le cas d’une enzyme par exemple et surtout dans les condi-
tions idéales dites michaeliennes, la constante d’inhibition. La concentration d’inhibition
à 50 % de l’inhibition totale, notée IC50 (appelée aussi "Time Dependant Inhibition" en
anglais) permet de caractériser l’activité d’une molécule sur l’activité biologique d’une
cible. Les courbes dose-effet permettent, quant à elles, de définir l’EC50, concentration
effective à 50 % de l’effet total. Il est essentiel lors de la mesure de ces valeurs de se
placer dans des conditions où la cible est un facteur limitant, ce qui revient à dire que
le phénomène dynamique associé à la cible doit être une fonction linéaire de la concen-
tration de la cible.
L’enzymologie michaelienne a conduit à la très célèbre équation de Michaelis et
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Menten qui relie la vitesse initiale ν0 à la concentration en substrat S [162] :
ν0 =
Vmax[S]
[S] +KM
(7)
Dans l’équation 7, Vmax est la vitesse initiale maximale que peut atteindre la
réaction catalysée par l’enzyme étudiée, quand toute la quantité d’enzyme présente est
saturée par son substrat. Elle rend compte de l’activité de l’enzyme et est proportion-
nelle à sa concentration. Le KM est la concentration en substrat qui permet de saturer la
moitié de l’enzyme et traduit l’affinité de l’enzyme pour le substrat S. En effet, plus KM
est petit, plus l’affinité du complexe enzyme-substrat est grande. Ces deux grandeurs
enzymatiques permettent de caractériser un inhibiteur I de l’enzyme. Plusieurs cas sont
possibles. Les inhibiteurs dits compétitifs sont des analogues structuraux du substrat et
se fixent sur le site actif de l’enzyme comme le substrat. Dans ce cas, l’affinité de l’en-
zyme pour son substrat chute, c’est-à-dire que KM augmente, alors que Vmax demeure
inchangée. Dans le cas où l’inhibiteur se fixe à un autre site de l’enzyme et perturbe
son activité, l’inhibiteur est dit non-compétitif et sa liaison se traduit par une chute de
Vmax, alors que KM n’est pas perturbé.
L’inhibiteur se fixe à l’enzyme seule ou à l’enzyme complexée à son substrat,
selon que l’inhibiteur est compétitif ou non-compétitif, respectivement, sans être trans-
formé. La constante de dissociation à l’équilibre de la formation de ces complexes est
appelée Ki et correspond à la concentration d’inhibiteur nécessaire pour que la moitié
des sites de l’enzyme soit saturée. Le Ki permet donc de mesurer l’affinité de l’inhibiteur
pour l’enzyme dans les conditions de vitesse initiale.
L’action d’un inhibiteur compétitif sur un récepteur est mesurée par la valeur
de l’IC50. La fixation du ligand L à son récepteur E est proche de celle d’un substrat à
son enzyme, à la différence que le phénomène de liaison n’est pas suivi par une activité
enzymatique. D’autres techniques existent pour mesurer cette valeur (la résonance plas-
monique de surface, la titration par calorimétrie isotherme,. . . ). De plus, les relations
de Cheng et Prusoff permettent de déduire le Ki de l’IC50, dans le cas d’une fixation
réversible et sans coopérativité [163] :
Ki =
IC50
1 + [L]Kd
(8)
Les courbes dose-effet sont très utilisées en biologie et permettent de mesurer
l’EC50, qui correspond à la concentration de la molécule pour laquelle 50 % de l’activité
biologique est observée. Il peut s’agir de l’inhibition d’une activité chimique comme
précédemment ou d’une activation ou tout autre effet mesurable. Cette notion permet
de comparer des molécules entre elles, pour un certain effet.
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4.2 Conception de médicaments basée sur la structure
Les progrès réalisés dans le domaine de la cristallographie aux rayons X et de
la RMN (Résonance Magnétique Nucléaire) ont permis la résolution 3D de nombreuses
structures de protéines, et de complexes protéine-ligand, le ligand pouvant être, par
exemple, un nucléotide, de l’ADN, ou une petite molécule organique (cf Fig. n◦16).
L’approche basée sur la cible a conduit à un certain biais dans la résolution de struc-
tures protéiques, puisque les familles de cibles thérapeutiques sont de plus en plus re-
présentées dans la PDB [164]. Sur les 324 cibles identifiées en 2006, les structures 3D
de 105 d’entre elles sont résolues, et plus de 92 % (300) ont des similarités fortes avec
des protéines de la PDB, permettant d’obtenir des structures par homologie [13]. De
plus, certaines études ont recensé plus de 40 molécules en phase clinique qui ont été
découvertes par des approches basées sur la structure [165].
Fig. 16 – Nombre total de structures 3D de protéines contenues dans la PDB depuis 1976.
La connaissance de la structure 3D des cibles thérapeutiques a permis une ap-
proche de conception des médicaments (en anglais, "drug design"), c’est-à-dire une ap-
proche plus rationnelle. Comme nous le verrons dans la partie suivante, beaucoup des
outils bioinformatiques disponibles pour l’étude des protéines à visée thérapeutique,
comme par exemple la prédiction de la "druggability" dont nous avons déjà parlé ou
le criblage virtuel de millions de molécules pour la liaison à une protéine, requièrent la
51
4. De nouvelles méthodes pour la découverte de médicaments Introduction générale
structure 3D du récepteur.
Un des premiers exemples de conception de médicaments guidée par la structure
est celui des inhibiteurs de VIH protéases. Ces enzymes jouent un rôle essentiel dans
le cycle réplicatif du VIH. La résolution en 1989 par cristallographie des rayons X de
la structure 3D de la VIH-1 protéase révéla un homodimère composé de deux chaines
polypeptidiques de 99 résidus. Puis la structure du complexe de l’enzyme avec un inhibi-
teur peptidique connu, MVT-101, permit d’appréhender l’importance de la symétrie de
l’homodimère dans le réseau de liaisons hydrogène formé pour la liaison à l’inhibiteur.
La conception de A-74704, inhibiteur symétrique de la protéase, a permis une inhibition
spécifique avec un KD de 4.5 nM et la structure 3D du complexe a révélé que la liaison
se fait de telle façon que les axes de symétrie coïncident. Depuis, la recherche d’inhibi-
teurs non-peptidiques basée sur la structure des complexes VIH-protéase / inhibiteurs
a été fructueuse pour le traitement du VIH, avec notamment le ritonavir, le saquinavir,
l’indinavir, l’amprenavir ou l’atazanavir [166–168].
De même, des inhibiteurs de la cathepsine K, impliquée dans l’ostéoporose, ont
été conçus de façon rationnelle, à partir de la structure cristallographique d’un com-
plexe avec une autre cystéine protéase. La première molécule ainsi conçue a révélé un Ki
de 22 nM. La cristallisation de la cathepsine K associée à la modélisation moléculaire
a permis d’améliorer l’affinité de ce composé pour obtenir un analogue d’affinité 1.4
nM [169,170].
La structure 3D de la protéine seule, ou mieux en complexe avec un ligand, est
utilisée pour l’optimisation des molécules touches par chimie combinatoire et pour la
conception de molécules de novo. En effet, la caractérisation de la cavité où la molécule
candidate-médicament se lie permet d’orienter l’optimisation des molécules touches en
favorisant l’addition de groupes fonctionnels complémentaires de la protéine. L’exemple
des inhibiteurs sélectifs de COX-2 (cf Fig. n◦11) illustre bien l’utilité de la structure.
Dans cet exemple, la recherche de sélectivité a été guidée par la différence de structure
entre COX-1 et COX-2 au niveau du site actif. Bien que l’isoleucine et la valine soient
deux résidus hydrophobes, le changement de l’un par l’autre rend le site de COX-2 plus
large. Ainsi, une molécule plus étendue pouvant rentrer dans le site de COX-2 mais pas
dans celui de COX-1 a été sélectionnée pour devenir un médicament sélectif de COX-2.
D’autres approches ne nécessitent pas la connaissance de la structure 3D du
récepteur mais reposent sur la recherche de similarité entre les ligands connus de ce ré-
cepteur. Cette approche conduit à la définition d’un pharmacophore et est notamment
utilisée pour les protéines membranaires, et plus particulièrement pour les récepteurs
couplés aux protéines G, qui représentent une classe dominante des cibles thérapeu-
tiques actuelles.
Le HTS ne permet pas l’exploration entière de l’espace chimique et les bases de
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molécules disponibles ne présentent pas une diversité suffisante pour trouver des molé-
cules têtes de série pour chaque cible thérapeutique, notamment depuis l’identification
de nouvelles cibles dont on ne connait pas d’homologues parmi les cibles thérapeutiques
déjà connues. Ces approches (pharmacophores depuis la structure 3D du récepteur ou
par similarité de ligands connus, conception de novo) permettent de trouver, ou plutôt
de concevoir des molécules originales. Le développement d’outils bioinformatiques per-
met, entre autres, la construction de bases de molécules orientées, issues d’un certain
pharmacophore, l’application de filtres "drug-like", mais aussi de tester virtuellement
les molécules ainsi générées pour la liaison au récepteur lorsque sa structure 3D est
connue.
4.3 Conception de médicaments assistée par l’informatique
L’informatique est aujourd’hui omniprésente. Nous avons déjà croisé certaines
de ses utilisations lors de la conception de chimiothèques virtuelles ou la prédiction des
propriétés "drug-like" d’une molécule, et nous en verrons d’autres par la suite. Une
des applications importantes de la bioinformatique est le criblage virtuel ou docking.
Le docking est une méthode de modélisation moléculaire dont l’objectif est de prédire
une interaction protéine-ligand. Le ligand est dans le cas qui nous intéresse une petite
molécule, mais peut être une autre protéine ou un acide nucléique. Le criblage virtuel
peut aider à sélectionner les molécules qui vont être criblées expérimentalement ou à
optimiser une molécule par chimie combinatoire.
Plusieurs études ont montré l’intérêt du docking en identifiant grâce à l’ou-
til in silico de nouvelles molécules têtes de série. Par exemple, un criblage virtuel de
350000 molécules sur l’ADN gyrase, cible anti-bactérienne validée, a permis d’identifier
parmi les 150 molécules validées expérimentalement sept nouveaux squelettes chimiques.
L’optimisation du meilleur d’entre eux a produit un inhibiteur 10 fois plus affin que la
novobiocin, antibiotique ciblant l’ADN gyrase [171].
De même, la recherche d’inhibiteurs de la caséine kinase 2, cible anti-tumorale,
par criblage virtuel de 400000 composés sur un modèle structural par homologie, a per-
mis l’identification d’un composé ayant une IC50 de 80 nM [172].
Il existe différents algorithmes de docking. Les critères de choix sont le plus sou-
vent le nombre de molécules à tester et la précision souhaitée, critères directement liés
au temps de calcul et aux moyens nécessaires. La catégorie de docking la plus rapide
est sans aucun doute le docking rigide, historiquement le premier conçu. Le docking
semi-flexible permet des résultats plus précis.
Le docking semi-flexible est constitué de deux étapes principales. La première,
dite de docking, permet aux petites molécules testées d’explorer l’espace conforma-
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tionnel autour de la protéine. La molécule adopte plusieurs conformations et plusieurs
positions autour de la protéine. La deuxième étape, dite de scoring, permet d’évaluer
les poses rencontrées lors de la première étape pour ne retenir que la meilleure. Cette
étape donne lieu à un score.
4.3.1 Le docking
L’exploration conformationnelle doit être la plus rapide possible, surtout si l’on
souhaite tester un grand nombre de molécules. La flexibilité des ligands peut être simulée
de plusieurs manières, mais l’exploration ne sera en aucun cas totale. Il faudrait utiliser
la dynamique moléculaire mais le temps requis ne permet plus de faire du criblage. Les
différentes méthodes de simulation de la flexibilité pour l’exploration conformationnelle
peuvent être classées en trois catégories : systématique, stochastique et déterministe
[173].
La recherche systématique : Ces méthodes exploitent tous les degrés de liberté
du ligand sous certains critères permettant d’arrêter l’exploration si la conformation
ne remplit pas certaines conditions. Ces algorithmes sont dits aussi de fragmentation
/ reconstruction. En effet, dans un premier temps la molécule est découpée en parties
rigides et en liaisons flexibles. Les parties rigides sont positionnées en premier et le
ligand est reconstruit de proche en proche, explorant diverses conformations lors de la
mise en place des liaisons flexibles [174].
DOCK [175] et FlexX [176] fonctionnent sur ce principe. Dans le cas de FlexX,
le positionnement du premier fragment est basé non seulement sur la complémentarité
de surface, mais tient compte également des liaisons hydrogène et hydrophobes qui
pourraient être formées. Surflex [177] utilise en plus une sorte de ligand idéal composé
de fragments comme NH, C=O et CH3 placés par le module protomol pour sélectionner
les poses des fragments qui formeront le plus de liaisons avec la protéine. Glide [178,179]
associe chaque fragment au fragment rigide auquel il est lié, qu’il place rapidement, et
optimise ensuite l’énergie des angles de torsion.
La recherche stochastique : Le ligand est considéré dans son entier. Les mouve-
ments de rotation et de translation et les variations des angles de torsion se font au
hasard.
L’algorithme de Monte Carlo permet de contrôler cette exploration aléatoire
grâce au critère de Métropolis. Une nouvelle conformation d’énergie plus faible que
la précédente sera acceptée. Sinon, la probabilité de Bolzmann, P = e(Enew−Eold)/kT
permet d’accepter ou de rejeter la conformation. Le nombre de pas de Monte Carlo
détermine le nombre de fois que la procédure est répétée. ICM [180], LigandFit [181],
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QXP [182], Prodock [183], Glide [178] et AutoDock [184] utilisent l’algorithme Monte
Carlo. AutoDock a été le premier à utiliser l’algorithme Monte Carlo. Plusieurs simula-
tions étaient réalisées à différentes températures décroissantes. LigandFit fait varier les
angles de torsion et retient la molécule si la forme du ligand est compatible avec celle
du site de liaison.
Les algorithmes génétiques génèrent une population de conformations et de po-
sitions pour le ligand au hasard, qui évolue selon des événements génétiques (mutations,
crossing-over) régis par un taux de probabilité et une pression de sélection fixés. Un taux
de survie définit le nombre d’individus passant d’une génération à l’autre. Le nombre de
générations maximum est fixé, mais un critère de convergence peut arrêter l’algorithme
avant. GOLD [185] et AutoDock [186] proposent ces algorithmes.
La recherche déterministe : La dynamique moléculaire et la minimisation d’énergie
sont utilisées pour trouver des conformations d’énergie la plus basse possible. Le résultat
de ces méthodes est fonction de l’état initial. Le problème des minima locaux, qui
ne correspondent pas à la meilleure énergie possible, peut être prévenu par le fait de
travailler à plus haute température, comme le permet le recuit simulé.
4.3.2 Le “scoring”
Les résultats du docking consiste le plus souvent en différentes poses du ligand
dans le site d’interaction, correspondant à plusieurs conformations favorables que le
ligand peut adopter. Les méthodes de “scoring” permettent d’évaluer l’énergie de liaison
du complexe formé et de donner un score aux poses obtenues lors de la phase de docking.
Ce score permettra d’une part de retenir la meilleure pose parmi toutes celles proposées,
mais également de classer la meilleure pose de différents ligands pour identifier les
meilleurs d’entre eux.
En général, elle est estimée par l’évaluation des contributions entropiques et
enthalpiques à la stabilité du complexe. Ainsi, on calcule séparément l’énergie libre de
chaque soluté et du complexe avant d’en faire la différence pour calculer l’énergie libre
de liaison (cf équation 2).
Dans les programmes de docking, on trouve différents types de fonction de score :
celles utilisant un champ de force de mécanique moléculaire, celles reposant sur les
connaissances actuelles et les méthodes empiriques.
Les champs de force : La fonction de score utilise les paramètres du champ de force
pour évaluer la contribution enthalpique ∆H à l’énergie libre de liaison et les effets
entropiques sont calculés séparément pour le solvant (∆Gsolvant) et les deux solutés en
présence (−T∆Ssolutes).
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Les champs de force sont représentés généralement par des équations de la forme :
EMM =
∑
liaisons
Kr(r − req)2 +
∑
angles
Kθ(θ − θeq)2 +
∑
diedres
Vn
2
× (1 + cos(nφ− γ))2
+
∑
i<j
(
Aij
R12ij
− Bij
R6ij
+
qiqj
εRij
)
(9)
Les trois premiers termes permettent de contrôler les écarts par rapport aux
valeurs optimales de longueurs (r) et d’angles (θ et φ) des liaisons. Les contributions
enthalpiques à l’énergie libre de liaison sont estimées entre les atomes du ligands et ceux
du récepteur par le potentiel de Lennard-Jones, qui permet d’estimer les interactions
de Van der Waals dans le système, et l’équation de Coulomb qui détermine la force des
interactions entre deux charges. Le dernier terme de cette équation permet de calculer
les interactions protéine-ligand par la sommation des énergies de Van der Waals et des
énergies électrostatiques sous la forme du potentiel de Lennard-Jones et du potentiel
de Coulomb dont le paramètre de la constante diélectrique ε peut être fonction de la
distance R entre les centres des atomes (option du programme DOCK). A et B sont
fonction du type d’atomes dont on considère l’interaction et q est la charge partielle
associée à chaque atome. Ces champs de force ne tiennent pas compte des effets de
polarisabilité.
L’énergie libre de solvatation ∆Gsolvant est calculée en deux termes :
– Le terme apolaire rend compte de l’énergie d’interaction de Van der Waals
entre solvant et soluté. Le potentiel de Lennard-Jones utilisé peut être stan-
dard ou atténué, en fonction de la "dureté" voulue pour les contacts ligand-
récepteur. Le terme répulsif dans la version atténuée sera plus tolérante. La
différence entre l’énergie libre de solvatation du complexe et celle de ses com-
posantes est souvent favorable et intervient dans la stabilité du complexe.
– Le terme polaire représente la différence d’énergie électrostatique du soluté
entre l’état libre et l’état lié. L’état lié est simulé par un solvant à haute
constante diélectrique (c’est-à-dire hautement polarisable), alors que l’état
libre correspond à un solvant à faible constante diélectrique. On utilise alors
une représentation continue du solvant, résolue par l’équation de Poisson-
Bolzmann [187] (ICM [188]) ou par la méthode de Born généralisée [189]
(DOCK [190]). Cependant, ces termes sont difficiles à modéliser et, à part
ICM et DOCK, ils ne sont pas souvent pris en compte du fait du temps de
calcul nécessaire.
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L’effet de la solvatation permet de savoir si le complexe sera stable, mais les interac-
tions spécifiques qui peuvent s’établir grâce aux molécules d’eau ne sont pas prises en
considération.
L’entropie du soluté consiste en quatre termes calculés séparément et corres-
pondant aux énergies de translation, rotation, vibration et conformation des molécules.
L’énergie interne du ligand est parfois calculée, et permet de savoir si les contraintes
stériques sur la molécule dues à sa liaison au récepteur sont acceptables. Elle est calcu-
lée de la même façon que l’énergie d’interaction avec contributions électrostatique et de
Van der Waals.
Les fonctions de score de DOCK et d’AutoDock utilisent les paramètres du
champ de force AMBER, G-score ceux du champ de force de Tripos.
Les fonctions de score "knowledge-based" : Ces fonctions de score sont issues
des observations des complexes récepteur-ligand résolus par des méthodes structurales,
plus précisément des distances entre paires d’atomes. Ces fonctions de score favorisent
les poses du ligand qui se rapprochent de ces observations [191]. L’énergie libre d’in-
teraction d’une paire d’atomes dans le complexe récepteur(atome i)-ligand(atome j) est
représentée par l’équation suivante :
Aij(r) = −kbT ln
(
f jCorrectionV olume(r)×
ρijseg(r)
ρijbulk
)
avec kb constante de Bolzmann et r distance entre les atomes i et j. Le quotient représente
la densité de distance entre des paires d’atomes de même type que i et j quand ils
interagissent (ρijseg) par rapport à quand ils n’interagissent pas (ρijbulk). La sommation
de ces énergies d’interaction élémentaires sur l’ensemble des paires d’atomes ligand-
récepteur permet de calculer le score PMF (Potentials of Mean Force). Ces potentiels de
force moyenne ont été principalement utilisés pour le calcul de repliement des protéines,
mais leur utilité pour le docking protéine-ligand est aussi reconnue [192,193].
Les fonctions empiriques : Ces fonctions calculent directement l’affinité en utilisant
des termes représentant l’interaction (contacts hydrophobes, interactions polaires), pon-
dérés par des paramètres statistiques obtenus à partir de complexes dont la structure et
l’énergie de liaison ont été déterminées expérimentalement. La première fonction de score
de ce type est LUDI, obtenue à partir de 45 complexes protéine-ligand [194]. Le terme
hydrophobe peut être évalué en tenant compte des surfaces de contact hydrophobe (c’est
le cas de LUDI) ou des interactions entre paires d’atomes (exemple : Chemscore [195]).
F-score contient un terme pour les contacts aromatiques [176]. D’autres fonctions empi-
riques existent (PLP [196], X-CSCORE [197]), certaines sont plus avancées (Fresno [198],
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LigScore [199]) puisqu’elles tiennent compte dans une certaine mesure des phénomènes
de solvatation/désolvatation. Plusieurs de ces fonctions combinent une approche em-
pirique avec l’approche basée sur la physique théorique pour les énergies de Van der
Waals notamment.
Il existe des méthodes plus précises pour évaluer l’énergie libre de liaison, comme
la perturbation de l’énergie libre ou l’intégration thermodynamique, mais celles-ci sont
trop gourmandes en temps de calcul pour être utilisées dans le criblage de banques de
molécules.
4.3.3 Evaluation des programmes de docking
Les performances d’un programme de docking sont évaluées en terme de capacité
à reproduire le mieux possible des complexes expérimentaux. Le mieux possible signifie
que la valeur du RMSD (Root Mean Square Deviation) entre la pose du ligand calcu-
lée par le logiciel et la conformation dans le complexe expérimental est la plus petite
possible. Le positionnement, c’est-à-dire l’identification correcte du site de liaison sur
la protéine, l’orientation et la conformation du ligand influent sur la valeur du RMSD.
Plusieurs comparaisons ont été réalisées. Par exemple, DOCK, FLEXX, FRED,
GLIDE, GOLD, SLIDE, SURFLEX et QXP ont été comparés pour leur capacité à re-
produire la position de 100 molécules dont la structure cristallographique du complexe
est connue et à retrouver parmi une série aléatoire de molécules les inhibiteurs connus
de la thymidine kinase. GLIDE, GOLD et SURFLEX ont montré le plus de succès
pour ces deux points. En revanche, le temps de calcul requis s’est révélé être jusqu’à
quatre fois plus long que le temps requis par les autres logiciels testés. Ce paramètre
n’est pas négligeable si le logiciel est utilisé pour le criblage d’un nombre important de
molécules [200].
Le choix de la fonction de score a également son importance, mais s’avère très
difficile. Des fonctions peuvent être efficaces pour certaines protéines et très mauvaises
pour d’autres. Ainsi, les fonctions de score PMF et FlexX concordaient relativement bien
avec les résultats expérimentaux sur la thymidine kinase, alors qu’elles se sont révélées de
mauvais prédicteurs pour un récepteur aux œstrogènes. Les propriétés physico-chimiques
du site peuvent influer le choix de la méthode, et des études proposent une stratégie en
deux étapes où dans un premier temps, des ligands connus sont testés par différentes
méthodes pour sélectionner l’outil le plus adapté, avant de cribler la banque entière de
molécules [198]. Par ailleurs, utiliser une fonction de score consensus de plusieurs autres
fonctions peut améliorer le taux de succès des outils de criblage virtuel [197, 201, 202].
Toutefois, de nombreux faux-positifs et faux-négatifs demeurent.
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Les approximations lors des calculs d’énergie d’interaction et le fait que les ré-
cepteurs sont le plus souvent considérés comme rigides expliquent les failles des logiciels
de criblage virtuel. Des informations expérimentales complémentaires sont nécessaires.
Ainsi, les outils de criblage sont souvent utilisés en amont du HTS comme filtres des
molécules dont la forme, la taille ou la polarité rendent une interaction peu probable,
ceci avec l’idée améliorer le rendement des criblages expérimentaux.
De plus, même les bases de molécules virtuelles ne contiennent pas toutes les mo-
lécules existantes, et les cribler virtuellement représenterait de toute façon un coût trop
important. Aussi diverses que soient les bases de molécules, le criblage virtuel présente
aussi des limites à l’exploration de l’espace chimique.
4.4 Conception de médicaments par fragment
4.4.1 Complexité des molécules et efficacité de liaison
Hann et al ont développé un modèle simplifié des interactions protéine-ligand
qui leur a permis de calculer les probabilités de liaison en fonction de la complexité du
ligand. Dans ce modèle, le ligand et le site de liaison sur le récepteur sont représentés
par une suite de 0 et 1 correspondant, respectivement, à l’absence ou à la présence de
caractéristiques données (forme, lipophilie, charge, . . . ), le nombre de caractéristiques,
c’est-à-dire la longueur de la chaine, traduisant la complexité du ligand. Une interac-
tion est favorable lorsqu’un "0" du ligand concorde avec un "1" du récepteur et vice
versa. Ce modèle a permis d’établir que plus la complexité d’une molécule augmente,
et donc dans une certaine mesure son poids moléculaire, plus sa probabilité de se fixer
à un récepteur donné diminue (cf Fig. n◦17). Il existe donc une complexité optimale à
utiliser pour sélectionner les molécules à cribler [203].
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Fig. 17 – Probabilité pour un ligand d’une certaine complexité de se lier dans un site de
fixation de complexité 12 [203].
La notion d’efficacité de liaison complète cette analyse statistique. Elle a été
définie en premier par Andrews et al. en 1984 pour souligner le fait qu’accroître le
nombre d’atomes lourds n’augmente pas linéairement l’énergie libre de liaison [204]. Au
delà de 25 atomes lourds, l’énergie de liaison atteint une limite de 0.3 kcal par atome
lourd, alors que la pente initiale de cette courbe est de 1.5 kcal par atome lourd [205].
Ainsi, l’analyse de 150 composés de la base de molécules de Pfizer a permis de calculer
le nombre d’atomes lourds nécessaires pour atteindre une affinité de 10 nM tout en
respectant la règle de Lipinski d’avoir un poids moléculaire inférieur à 500 Da. Le poids
moléculaire moyen d’un atome lourd dans cet échantillon étant de 13.286, 38 atomes
lourds donnent un poids moléculaire de 500 Da et une affinité de 10 nM nécessite une
efficacité de liaison de 0.29 kcal.mol−1. Des variations légères au niveau de l’efficacité de
liaison par atome ont des conséquences non négligeables sur le composé entier. En effet,
toujours pour une affinité finale de 10 nM, une efficacité de liaison de 0.27 kcal.mol−1
nécessite 3 atomes de plus, soit en moyenne 40 Da de plus. En revanche, une efficacité de
liaison par atome de 0.36 kcal ne nécessite plus que 30 atomes, soit un poids moléculaire
moyen de 405 Da. Ainsi, les molécules ayant un fort potentiel de liaison sont plus
intéressantes car pour une même affinité, elles auront un poids moléculaire plus faible,
offrant davantage de possibilités pour la phase d’optimisation [206].
Les fragments sont justement des petites molécules sélectionnées pour leur fort
potentiel de liaison.
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4.4.2 L’approche par fragment
L’approche HTS a longtemps cherché à identifier des molécules de haute affi-
nité en criblant des molécules relativement complexes, conduisant à des taux de succcès
faibles. De plus, ces molécules complexes sont difficiles à modifier sans perturber leur
potentiel de liaison.
L’approche par fragment est née du constat que cribler des molécules moins
complexes donne un taux de succès plus élevé. De plus, la première étape de la dé-
couverte de nouveaux médicaments réside dans l’identification d’une molécule touche,
qui peut servir de point de départ à de nombreuses évolutions. Le fragment possède
l’activité biologique ou physiologique requise dans une mesure insuffisante pour un dé-
veloppement pharmacologique, mais sa taille inférieure aux critères "drug-like" permet
d’utiliser le fragment comme point de départ à une phase d’optimisation dont l’objectif
est d’identifier une molécule tête de série.
Malgré les filtres existants, l’espace chimique des molécules dites "drug-like" est
encore trop vaste au vu des moyens techniques actuels. L’approche par fragment permet
de tester potentiellement un plus grand nombre de molécules. Ce principe est illustré
sur la figure n◦18. Dans cet exemple simple, la cible présente deux sites de liaison po-
tentiels, et cinq fragments sont testés. L’identification de deux d’entre eux permet de
concevoir une molécule hybride en ayant testé seulement cinq molécules, alors que tester
de façon exhaustive l’ensemble des 25 combinaisons possibles aurait conduit à un taux
de succès dix fois plus faible (4%, c’est-à-dire 1 succès sur 25 molécules testées, contre
40%, correspondant à 2 molécules se liant sur 5 testées).
Fig. 18 – L’approche par fragment permet de tester un plus grand nombre de molécules
Ainsi, tester une librairie de 1000 fragments, pouvant être combinés par 20 linkers
différents, est un moyen de contourner le criblage des 20 millions de molécules possibles.
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L’exploration de l’espace est réalisée de manière additive, et non plus multiplicative.
La force de l’approche par fragment réside donc à la fois dans la possibilité
d’explorer une plus grande part de l’espace chimique en criblant moins de molécules,
mais aussi dans l’utilisation de molécules moins complexes mais avec un potentiel de
liaison plus élevé. Ce second point implique deux avantages : les taux de succès du
criblage sont plus élevés et les molécules identifiées comme étant des touches sont plus
"développables".
4.4.3 Qu’est-ce qu’un fragment ?
Un fragment est donc une molécule touche dont l’évolution permettra peut-être
d’obtenir une molécule tête de série. L’optimisation du fragment ne doit pas produire
une molécule qui ne respecte pas les règles de Lipinski. Il a donc été proposé un jeu de
critères plus restreints que ceux de Lipinski pour sélectionner les fragments, appelé la
règle des trois [207]. Ces règles proviennent de l’observation d’une base de fragments
de Astex identifiés par criblage par cristallographie, contre une série de cibles et sont
énoncées maintenant :
– le poids moléculaire doit être inférieur à 300 Da,
– le nombre d’atomes accepteurs d’hydrogène doit être inférieur ou égal à 3,
– le nombre d’atomes donneurs d’hydrogène doit être inférieur ou égal à 3,
– le coefficient ClogP doit être inférieur ou égal à 3.
A ces règles s’ajoutent des critères sur le nombre de liaisons de rotation, qui doit être
inférieur ou égal à 3, et sur la surface polaire, qui doit être inférieure à 60 Å2. Ces filtres
sont utilisés lors de la construction de bases de données de fragments.
Parmi les bases de fragments, nous pouvons citer le sous-ensemble de ZINC
contenant des molécules commerciales respectant la règle des trois [127,208]. Par ailleurs,
l’utilisation des fragments les plus souvent retrouvés dans les médicaments approuvés
est censée apporter plus de succès en phase clinique. Les 5120 médicaments analysés
par Bemis et Murcko sont en fait composés pour 50 % d’entre eux de 32 structures
privilégiées ("framework" en anglais) [132]. Des bases de molécules comme Array Bio-
pharma vendent ces structures privilégiées et leurs dérivés sous le nom d’"optimers"
(www.arraybiopharma.com) [209].
Les structures privilégiées et l’approche par fragment sont très utilisées chez
Merck et ont donné des candidats cliniques et des médicaments comme le Captopril,
inhibiteur de l’angiotensin converting enzyme [210], ou l’Aggrastat, antagoniste du ré-
cepteur fibrinogène [211], à partir de la dérivatisation de la spiropiperidine [209].
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4.4.4 Les techniques biophysiques de criblage
Le modèle de Hann et al. permet également de calculer la probabilité de détecter
une liaison en fonction de la complexité de la molécule. Celle-ci augmente rapidement
à partir d’une complexité de 4 et atteint une valeur supérieure à 90 % à partir de
6. Multiplier cette probabilité par la probabilité de liaison (cf Fig. n◦17) donne une
valeur de complexité utile entre 4 et 8 [203]. En effet, des molécules trop simples se
lieront facilement au récepteur mais ne seront pas détectées. Inversement, des molécules
trop complexes auront une probabilité très faible de correspondre parfaitement au site
de liaison, mais si c’est le cas, la détection sera quasiment certaine [212]. Le modèle
développé par Hann et al. a été testé expérimentalement par comparaison des taux de
succès sur les molécules de chez Novartis par HTS et sur une librairie de fragments par
RMN. Le taux de succès, en terme de détection d’une liaison, était de 0.151% par HTS
alors qu’il était de 3 % par RMN [213].
Les tests biochimiques ou cellulaires classiquement utilisés en HTS peuvent être
adaptés à la détection d’affinité moyenne en augmentant la concentration des ligands
testés. Une quantité de protéines plus faible est requise, ce qui est particulièrement
intéressant lorsque la cible est une protéine membranaire, comme les récepteurs couplés
aux protéines G ou les canaux ioniques. Cependant, des problèmes subsistent, les tests
n’étant pas toujours appropriés pour la détection d’affinité faible. De plus, augmenter
la concentration du ligand peut interférer avec le test par des mécanismes non désirés
ou provoquer une certaine toxicité pour la cellule dans le cadre de tests cellulaires. Des
phénomènes d’aggrégation du ligand ou de précipitation et dénaturation de la protéine
peuvent survenir si la concentration du ligand est trop élevée, pouvant générer des faux
positifs ou interférer avec l’analyse des résultats. Enfin, la solubilité du ligand n’est pas
garantie [212]. D’autres alternatives ont fait leur apparition pour répondre à ces limites
de l’approche par HTS et sont basées sur des tests biophysiques ou structuraux, plus
adaptés à la détection d’affinité moyenne. Ces techniques permettent de détecter un
événement de liaison et non une activité biochimique. Toutes les protéines ne se prêtent
pas à l’utilisation de ces techniques. Quelques-unes sont présentées maintenant.
La spectrométrie de masse : La spectrométrie de masse permet la détection de
complexes moléculaires par la masse, et donc de liaisons intermoléculaires. Les volumes
sont inférieurs à 100 µL, requièrent 1 à 2 mM de ligand et, une fois les paramètres
fixés, 5 à 15 minutes suffisent à savoir si une molécule se lie ou pas. La sensibilité de la
technique requiert quelques microgrammes de protéines non marquées et non liées à un
quelconque support. Cependant, la mesure de l’affinité est difficile, mais des expériences
de compétition avec des molécules de référence permettent de l’estimer. En revanche,
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la stoechiométrie du complexe est accessible, et permet d’éliminer de nombreux faux
positifs [214]. La gamme de détection d’affinité s’étend du nanomolaire ou micromolaire.
Avec un débit intéressant [215], cette technique s’applique aux protéines qui peuvent
supporter les conditions de tampon requises (concentration en sels, basicité,. . . ).
L’ionisation par electrospray est beaucoup utilisée pour le criblage de ligands par
spectrométrie de masse [216]. Cette méthode d’ionisation est en effet suffisamment douce
pour permettre à une interaction non covalente en phase condensée d’être transférée in-
tacte en phase gazeuse. Par exemple, elle a été utilisée pour identifier des inhibiteurs
micromolaires de la sous-unité 23S du ribosome, alors que l’approche HTS avait échoué
à trouver des têtes de série [217].
La méthode Tethering utilise la présence d’un résidu cystéine, natif ou après mu-
tagénèse dirigée, à proximité du site d’interaction ciblé, c’est-à-dire à une distance de
5 à 10 Å. Une banque de fragments contenant un groupement disulfide est criblée dans
des conditions réductrices, comme la présence de 2-mercaptoéthanol. Les fragments liés
à la protéine grâce à une interaction forte et non simplement en raison de la liaison thiol-
groupement disulfide sont les plus abondants et le complexe covalent fragment-protéine
est détecté par spectrométrie de masse [218]. Cette méthode a été appliquée avec suc-
cès à la conception de ligands à l’interleukine 2, impliquée dans plusieurs troubles du
système immunitaire et dans le rejet de transplantation rénale. A partir d’une molécule
validée d’affinité 3 µM et de la structure du complexe avec l’interleukine 2, des ligands
nanomolaires ont été conçus [219].
La résonance plasmonique de surface : La résonance plasmonique de surface
(SPR, Surface Plasmon Resonance), aussi appelée Biacore en raison du nom du fabri-
quant des appareils de SPR (Biacore Life Sciences, GE Healthcare, www.biacore.com),
est une méthode de mesure de la liaison entre deux partenaires, l’un immobilisé sur
la surface d’une couche métallique, l’autre injecté en flux à différentes concentrations.
La variation de l’indice de réfraction de l’interface due à une interaction entre les deux
partenaires est détectée et permet de mesurer les constantes cinétiques d’association,
kon, et de dissociation, koff , du complexe et donc de calculer l’affinité par le rapport
de ces deux vitesses. Ainsi, plusieurs couples (kon, koff ) peuvent conduire à la même
valeur de l’affinité, ce qui renseigne sur le mode de liaison du ligand.
Cette technique consomme peu de protéines, le criblage de 3000 fragments néces-
sitant seulement 12 µg de protéines. De plus, sa rapidité d’exécution la rend appropriée
pour du criblage haut-débit. En effet, 5 heures suffisent pour tester 96 fragments sur 4
cibles. Graffinity (www.graffinity.com) produit des biocapteurs sur lesquels sont fixées
quelques 9216 fragments. Ainsi, un criblage rapide et standardisé permet de détecter
les molécules se liant à la cible purifiée injectée en flux, sans besoin de marquage ou de
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mise au point d’un test fonctionnel [220].
La titration par calorimétrie : Deux cellules, une de référence, l’autre contenant
l’échantillon, sont placées dans une gaine adiabatique et la différence de température
entre les deux cellules permet de mesurer la variation d’enthalpie ∆H. La titration par
le ligand permet de déterminer le KD, et donc d’accéder à l’enthalpie libre ∆G, puis à
la variation d’entropie ∆S, constantes thermodynamiques du système. En effet, deux
relations lient ces constantes : ∆G = −RTln(KD) = ∆H − T∆S.
La base de données thermodynamiques issues de l’ITC (Isothermal Titration Ca-
lorimetry), SCORPIO (www.biochem.ucl.ac.uk/scorpio/scorpio.html), a été créée pour
évaluer les corrélations possibles entre les paramètres thermodynamiques et la structure,
ainsi que le rôle des molécules d’eau dans la formation du complexe.
Mesure de la thermostabilité de la cible : Il est possible d’utiliser la température
de dénaturation de la protéine pour détecter, généralement lors d’un premier criblage,
des interactions protéine-ligand. En effet, l’interaction avec une petite molécule orga-
nique a un effet, le plus souvent stabilisant, sur la thermostabilité de la protéine. Un
fluorophore fortement fluorescent dans un environnement non polaire (en comparaison à
sa fluorescence en solution) et qui présente une affinité pour les parties hydrophobes de
la protéine est utilisé pour suivre l’état de dénaturation de celle-ci. En effet, lorsqu’une
protéine est dénaturée, ses parties hydrophobes deviennent accessibles au fluorophore,
dont l’émission de fluorescence est alors augmentée. La température de dénaturation
de la protéine est mesurée en l’absence et en présence de ligand. L’interaction protéine-
ligand se traduit par une variation de la température de dénaturation. Ces mesures
peuvent être réalisées en utilisant un appareil de PCR (“Polymerase Chain Reaction”)
en temps réel, qui permet une variation fine et graduelle de la température et l’observa-
tion par fluorescence de l’état de la protéine. Cette méthode nécessite la caractérisation
de la thermostabilité de la protéine [221].
Sur le même principe, la méthode de diffusion dynamique de la lumière permet
de mesurer l’état d’aggrégation d’une protéine, qui survient pour la majorité des pro-
téines dénaturées ou en cours de dénaturation. Cette méthode peut donc être utilisée
pour la détection d’interactions protéine-ligand, qui ont le plus souvent un effet sur la
température à laquelle la protéine se dénature et s’agrège. Des appareils permettant
des mesures de diffusion de la lumière sur des plaques 384-puits existent (StarGazer,
Harbinger Biotech) et améliorent considérablement le débit de ce type de criblage [222].
Les techniques structurales : Les techniques structurales, essentiellement la cris-
tallographie des rayons X et la RMN, fournissent une information structurale qui permet
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d’orienter efficacement l’optimisation de la molécule touche vers une affinité et une spé-
cificité meilleures.
Les structures cristallographiques de complexes ont été très utilisées dans l’ap-
proche basée sur la structure. Dans l’approche par fragment, de nombreuses limites
demeurent à l’utilisation de la cristallographie comme outil de criblage. En effet, obte-
nir des cristaux diffractant à une résolution suffisante nécessite beaucoup de temps et
de moyens, notamment plusieurs milligrammes de la protéine-cible, bien que la minia-
turisation permette aujourd’hui de diminuer ces quantités à des valeurs comprises entre
10 µg et 1 mg. De plus, les cristaux obtenus ne sont pas toujours compatibles avec la
liaison d’un ligand lors du trempage de ces cristaux dans un tampon où le ligand doit
être soluble. Enfin, aucune information sur l’affinité du complexe n’est fournie. En re-
vanche, la structure 3D du complexe peut être très précise et son analyse peut permettre
de comprendre le mode de fixation du ligand, jusqu’à la place des molécules d’eau. Le
taux de faux négatifs est bien plus faible que celui des expériences biochimiques. Enfin,
la structure du complexe guide rapidement la chimie médicinale vers l’amélioration de
l’affinité.
La cristallographie des rayons X a été utilisée pour trouver des inhibiteurs na-
nomolaires du domaine SH2 de la famille des protéines Src, identifiées comme une cible
pharmacologique de l’ostéopétrose par des expériences de KO. Les inhibiteurs nano-
molaires existants présentaient tous un groupement phosphate, pour mimer le ligand
tetrapeptidique naturel de Src, ce qui les rendaient impropres à un développement cli-
nique (taux d’hydrolyse élevé du phosphate par les phosphatases cellulaires). Les quan-
tités importantes de cristaux de SH2 présentant une cavité suffisamment large pour le
trempage des cristaux ont permis le criblage de fragments aromatiques pour remplacer
le groupement phosphate. Le couplage du meilleur fragment au peptidomimétique à la
place du groupement phosphate a donné un composé nanomolaire stable plus de 24
heures chez le rat et l’humain [223].
La RMN est une technique structurale également très puissante pour le criblage
de fragments. Outre sa capacité à détecter des affinités millimolaires, elle permet le
criblage de molécules à un plus haut débit que la cristallographie. En effet, 10 mo-
lécules peuvent être testées en 15 minutes avec seulement 0.15 µmol de protéine (les
spectromètres équipés d’une cryosonde requièrent une concentration de 0.3 mM, dans
un volume d’environ 70 µL), permettant le criblage de 1000 composés par jour avec un
passeur automatique d’échantillons [224]. Selon les méthodes utilisées, des quantités en-
core plus faibles de protéines non marquées peuvent être nécessaires et la structure n’est
pas toujours indispensable. Ces méthodes, qui ont été utilisées pendant mes travaux de
thèse, seront présentées plus en détail dans la section suivante.
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Comparaison de quelques techniques : Comme nous l’avons vu, le HTS permet
le criblage d’en moyenne 100000 à un million de composés grâce à un très haut débit.
Cependant, cette technique n’est pas la plus appropriée pour la détection de faibles
affinités comme celles des fragments et ne fournit pas d’informations sur le mode de
liaison.
Les techniques biophysiques non structurales, la SPR et la spectrométrie de
masse notamment, permettent de détecter des interactions faibles et sont donc adaptées
au criblage de fragments. Elles permettent le criblage d’environ 10000 à 50000 molécules
et ne nécessitent ni la structure de la protéine, ni la mise en place d’un test fonctionnel.
L’avantage des techniques biophysiques non structurales reste essentiellement leur sen-
sibilité et la faible quantité de protéines requise. En revanche, leurs applications peuvent
être limitées par d’autres contraintes, comme l’immobilisation de la cible ou un tampon
particulier [225].
Les techniques biophysiques structurales, quant à elles, donnent accès à des in-
formations structurales qui facilitent la mise en place des étapes ultérieures de l’approche
par fragment. Elles permettent de détecter des liaisons faibles, de l’ordre du millimolaire,
qui peuvent être intéressantes comme point de départ et qui ne sont pas détectées par
le HTS. Cependant, l’ordre de grandeur du nombre de molécules testées est en général
104, voire 103 pour la cristallographie, et la quantité de protéines requise, l’obtention
de cristaux diffractant et dans certains cas le marquage des protéines, peuvent limiter
leurs applications. De plus, pour que les possibilités de ces techniques soient pleinement
utilisées, la structure de la cible est généralement requise.
4.4.5 Transformer un fragment en tête de série
Comme nous l’avons déjà dit, la taille du fragment lui permet de nombreuses
optimisations avant d’atteindre les limites de Lipinski. Différents scénarios peuvent être
envisagés pour améliorer les fragments intéressants. Ils dépendent souvent de l’informa-
tion structurale disponible sur l’interaction cible-fragment. La recherche de nouveaux
inhibiteurs de la tyrosine phosphatase PTP1b a commencé avec un fragment d’affinité
3 mM identifié par RMN. La structure cristallographique de cet inhibiteur avec PTP1b
a conduit à l’ajout d’un élément stabilisant la conformation active du fragment et a
permis d’identifier de nouveaux sites pour augmenter l’affinité d’un facteur 1000 [226].
De même, des groupements réactifs ont été utilisés pour que les fragments se
lient ensemble lorsque la protéine est présente. Ainsi, des inhibiteurs de la carbonate
deshydratase ont été identifiés par couplage d’une amine et d’une aldéhyde. Le mélange
de 4 amines et 3 aldéhydes en présence de la carbonate deshydratase a donné lieu à la
formation d’une imine majoritaire sur les 12 possibles. En effet, le rapprochement des
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deux fragments lors de la liaison à la protéine a favorisé la formation de l’inhibiteur
final [227].
Une autre approche consiste à lier deux fragments ensemble, dans la mesure où
ils se lient dans deux sites adjacents. Cette approche est généralement utilisée quand
l’information structurale est présente. Le plus souvent, la RMN ou la cristallographie
sont à l’origine de l’identification de ces fragments. L’étape de liaison des deux frag-
ments peut être difficile, mais a déjà fourni des résultats intéressants, notamment lors
de l’application du "SAR by NMR" (pour Structure-Activity Relationship) défini par les
laboratoires Abbott [228]. Un criblage pour la liaison à FKBP (FK506-binding protein)
a permis dans un premier temps d’identifier un dérivé de l’acide pipecolinique comme
ligand d’affinité 2 µM. Le même criblage a ensuite été réalisé en condition saturante
par ce premier inhibiteur et a conduit à l’identification d’un second ligand, d’affinité 0.8
mM, dérivé du benzanilide. La synthèse de quatre molécules liant ces deux fragments a
donné un inhibiteur d’affinité 19 nM. Cette approche repose à la fois sur l’information
structurale qui peut être obtenue par RMN et sur la capacité de la RMN à détecter des
interactions faibles, et donc à cribler des fragments. Elle est maintenant développée.
5. RMN et conception de médicaments par fragment
5.1 Le concept du SAR by NMR
La preuve de concept du "SAR by NMR", énoncé en 1996 dans les laboratoires
Abbott, a donc été établie sur FKBP [228]. Le principe est schématisé sur la figure n◦19.
Fig. 19 – Principe du "SAR by NMR" [229].
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Dans l’exemple de FKBP, seulement quatre molécules ont été synthétisées. De-
puis, d’autres applications ont vu le jour, notamment pour la recherche d’inhibiteurs de
la stromélysine (MMP3, matrix metalloprotease 3) et de protéines de la famille BCL2,
notamment BCL-XL (cf Fig. n◦20). Les travaux sur les métalloprotéases matricielles ont
permis d’identifier ABT-518, agent anti-tumoral admis en phase clinique I. Les facteurs
anti-apoptotiques de la famille protéique BCL2 étant surexprimés dans de nombreux
cancers, l’inhibiteur ABT-737 de BCL-XL s’est révélé être un anti-tumoral efficace sur
les modèles animaux. Dans les deux cas, l’approche HTS n’avait pas été en mesure de
fournir des têtes de série [230].
Fig. 20 – L’application du "SAR by NMR" aux métalloprotéases et aux protéines de la famille
BCL2 a fourni des molécules en cours de développement clinique [230].
L’idée sous-jacente au succès du "SAR by NMR" repose sur l’additivité des
énergies de liaison [231]. Soient deux fragments F1 et F2, d’énergie de liaison respec-
tive ∆G1 et ∆G2, alors l’énergie totale de liaison du complexe protéine-F1-F2 sera :
∆G = ∆G1 + ∆G2 = −RTln(KD1)− RTln(KD2) = −RTln(KD1 ×KD2). Le KD des
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deux fragments pour la protéine sera alors, à un facteur correctif près,KD1×KD2. Ainsi,
la liaison de deux fragments d’affinité faible, c’est-à-dire de l’ordre du micromolaire ou
millimolaire, donnera un inhibiteur d’affinité forte, typiquement nanomolaire. Des fac-
teurs entropiques, des variations de l’énergie interne du ligand final ou des changements
dans l’orientation des fragments après liaison rendent la prévision de l’affinité de la
molécule finale difficile. Cependant, les exemples cités montrent l’intérêt de l’approche
pour l’augmentation de l’affinité.
Cette approche est basée essentiellement sur la RMN car la RMN permet aussi
bien de déterminer la structure d’une protéine ou d’un complexe que de cribler des
fragments. Ces deux aspects de la RMN sont développés dans les paragraphes suivants.
5.2 RMN et structure
La diffraction de rayons X sur des cristaux de protéines et la RMN sont les
deux principales techniques qui permettent d’accéder à la structure 3D des protéines au
niveau atomique, ainsi qu’à la structure de complexes moléculaires (protéine-protéine,
protéine-ADN, protéine-petite molécule, . . . ). La cristallographie présente de nombreux
avantages, notamment celui de ne pas être limitée par la taille de la protéine. Actuel-
lement, près de 85 % des structures 3D contenues dans la PDB ont été résolues par
cristallographie. L’étape limitante se situe principalement au niveau de l’obtention de
monocristaux diffractant à une résolution suffisante.
La RMN est quant à elle limitée par la taille de la protéine, limite se situant à 20
kDa. Cette limite est due à une relaxation transverse rapide des noyaux 1H, 15N et 13C
des protéines de grande taille à travers deux phénomènes : le couplage dipôle-dipôle et
l’anisotropie de déplacement chimique. La limite de la taille a été repoussée au delà de
20 kDa en utilisant une séquence d’impulsion appelée TROSY (Transverse Relaxation-
Optimized SpectroscopY) [232] et qui se base sur une interférence constructive des deux
phénomènes responsables. Cependant, l’avantage de la RMN est qu’elle permet l’étude
de la dynamique interne des protéines et d’interactions à un point de vue structurale,
mais aussi thermodynamique et cinétique.
5.2.1 Les spectres RMN et leur attribution
L’analyse et l’attribution des spectres RMN consistent à relier tous les pics croi-
sés observés sur un spectre à une interaction entre deux noyaux définis de la protéine.
Deux principaux phénomènes d’interaction sont observés en RMN des protéines : le
couplage scalaire, observé entre deux noyaux séparés par une ou plusieurs liaisons cova-
lentes, et le couplage dipolaire, qui se produit entre deux noyaux à travers l’espace. Ce
second phénomène est caractérisé par une valeur de l’effet Overhauser nucléaire (NOE),
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inversement proportionnelle à la distance entre les deux noyaux élevée à la puissance
6 [233]. Quatre types d’isotopes sont utilisés en RMN des protéines : 1H, 2H, 15N et 13C.
Le proton est l’isotope le plus abondant. Excepté le 13C qui est suffisamment abondant
pour les expériences RMN, les autres isotopes, étant donné leur faible abondance na-
turelle, nécessitent un marquage de la protéine pour être observés. Les protons amides
(notés HN), aliphatiques et aromatiques ont des environnements électroniques différents
et résonnent à des fréquences caractéristiques de ces environnements.
Les premières résolutions de structures de protéines ont été réalisées par RMN
homonucléaire du proton en deux dimensions, principalement à l’aide de spectres TOCSY
(TOtal Correlated SpectroscopY) et NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY).
L’expérience TOCSY permet d’observer des couplages scalaires entre atomes d’hydro-
gène appartenant à un même système de spins, chaque système de spins étant carac-
téristique de la chaine latérale d’un acide aminé [234]. L’expérience NOESY permet
d’observer des couplages dipolaires à travers l’espace entre deux protons situés à moins
de 6 Å. Wüthrich a proposé en 1986 de réaliser l’attribution séquentielle des protéines,
en utilisant les pics supplémentaires sur la NOESY par rapport à la TOCSY. En effet,
ceux-ci représentent des contacts entre protons amides de deux résidus consécutifs ou
proton amide et proton α (Hα) du résidu précédent dans la séquence [234]. Cette ap-
proche limite le nombre de résidus, et donc la taille de la protéine. En effet, au-delà de
100 résidus, les superpositions de déplacements chimiques deviennent de plus en plus
nombreuses et rendent l’attribution difficile.
Les expériences hétéronucléaires ont permis de repousser la limitation de la taille
de la protéine. Elles nécessitent le marquage de la protéine, mais permettent une sen-
sibilité accrue, car elle font intervenir des constantes de couplage plus intenses, et de
ce fait, vont permettre un bon transfert d’aimantation [235]. Ces expériences ont le
plus souvent, dans le cadre de l’attribution de spectres protéiques, trois dimensions. Les
principales sont les spectres 2D-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation), qui
représentent les corrélations issues du couplage scalaire hétéronucléaire entre le proton
amide et l’azote de chaque résidu, et les spectres 3D TOCSY-HSQC et NOESY-HSQC.
Ces deux dernières expériences permettent de représenter dans une troisième dimension
pour chaque proton amide, le système de spin du résidu correspondant et les effets NOE
avec les autres protons de la protéine, respectivement.
Le double-marquage 15N-13C donne accès à de nombreuses autres expériences
triple résonance, qui facilitent d’autant l’attribution, toujours séquentielle, des noyaux
de la protéine. Certaines de ces expériences permettent d’observer des couplages à tra-
vers le carbone du carbonyl, c’est-à-dire entre des noyaux de deux résidus successifs [235].
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5.2.2 Contraintes RMN
Les mesures de NOE rendent compte de distances entre deux protons et les
mesures de constantes de couplage des angles dièdres. L’attribution des signaux aux
différents noyaux de la protéine permet de construire un jeu de contraintes de distances
et d’angles dièdres qui est utilisé pour le calcul de la structure.
L’intensité de l’effet NOE entre deux protons dépend de la dynamique interne
et globale de la protéine et de la distance r entre ces deux protons. L’intensité de l’effet
NOE est donc fonction du temps de corrélation τc caractérisant les mouvements du
vecteur internucléaire et inversement proportionnelle à r6. En pratique, les intensités
sont classées en trois groupes : faible, moyen et fort, et à chaque groupe correspond
une distance maximale, par exemple 2.2, 3.3 et 5 Å, la distance minimale étant 1.8 Å,
valeur de la somme des rayons de Van der Waals de deux atomes d’hydrogène. Plusieurs
logiciels, comme ARIA (Ambiguous Restraints for Iterative Assignment) ou CYANA
(Combined assignment and dYnamics Algorithm for NMR Applications), proposent une
automatisation de ce processus et de la gestion des NOEs ambigus, pour deux protons
résonnant à la même fréquence par exemple [236,237].
Les relations de Karplus [238] sont utilisées pour déterminer la valeur des angles
phi (φ) à partir des constantes de couplage scalaire J dans le cas d’une protéine. Ainsi, le
couplage 3JHα,HN est relié à la valeur de l’angle φ par la relation suivante : 3JHα,HN =
6.4cos2(φ − 60◦) − 1.4cos(φ − 60◦) + 1.9, φ étant l’angle dièdre autour de la liaison
peptidique HN-Cα. Une autre méthode consiste à calculer le rapport des intensités du
pic de corrélation HN/HA et du pic diagonal HN/HN sur l’expérience 3D HNHA [239]
et à utiliser la relation :
IHNHA
IHNHN
= −tan2(2piJHαHNζ)
où ζ est un délai de valeur 13.05 ms, J est en hertz (Hz).
5.2.3 Calcul de structures 3D
Les structures secondaires de la protéine peuvent être inférées par une ana-
lyse qualitative des NOEs. Par exemple, des contacts NOEs HN(i)-HN(i+1) et Hα(i)-
HN(i+3) sont caractéristiques d’une hélice α. Les feuillets β conduisent à des NOEs
inter-brins impliquant les protons Hα et HN des résidus. De même, les déplacements
chimiques des résidus peuvent être comparés aux valeurs moyennes attendues en l’ab-
sence de structuration, c’est-à-dire pour une structure dite random coil. Ainsi, il a été
montré que les protons Hα d’un résidu placé dans une hélice α étaient en moyenne
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déplacés vers les hauts champs (-0.39 ppm par rapport à la valeur dans une structure
random coil), alors que dans un brin β, il sera déplacé vers les bas champs (+0.37 ppm
par rapport à la valeur dans une structure random coil) [240]. Ces prévisions de struc-
ture secondaire sont utilisées lors du calcul de la structure finale. Des données cinétiques
issues d’expériences RMN en solution dans le D2O peuvent confirmer les prévisions de
structures secondaires. En effet, les protons amides impliqués dans le maintien d’une
structure s’échangent plus lentement avec le deutérium [241].
De plus, les contraintes précédemment décrites vont être utilisées pour le calcul
de la structure, c’est-à-dire le calcul de coordonnées de chaque atome de la protéine.
De nombreux outils informatiques permettent ce calcul dans un temps raisonnable. Ces
programmes calculent un ensemble de conformères compatibles avec les contraintes is-
sues de l’attribution RMN par mécanique moléculaire, sous un champ de force de la
forme :
V =
∑
liaisons
1
2
Kr(r − r0)2 +
∑
angles
1
2
Kθ(θ − θ0)2 +
∑
diedres
Kφ × (1 + cos(nφ− δ))
+
∑
i,j
(
C12
r12ij
− C6
r6ij
)
+
∑
i,j
qiqj
4piε0εrrij
Les trois premiers termes représentent, dans l’ordre, les potentiels de liaisons,
d’angles covalents et d’angles dièdres. Le quatrième représente les interactions de Van
der Waals entre atomes non liés par le potentiel de Lennard-Jones et le dernier terme re-
présente les interactions électrostatiques entre atomes non liés par un potentiel de type
coulombien. Le champ de force de CNS (Cristallography and NMR system) est le plus
utilisé [242]. L’utilisation d’un terme harmonique supplémentaire dans l’énergie poten-
tielle permet d’appliquer les contraintes RMN à la structure calculée. La modélisation
sous contraintes RMN se fait généralement par recuit simulé, une étape de minimisation
moléculaire sous contraintes RMN permettant d’obtenir des structures satisfaisant ces
contraintes [243].
La structure finale correspond à une structure consensus des structures de plus
basse énergie ainsi calculées. La qualité de cette structure est reliée au nombre de
contraintes de distances utilisées et au nombre de contraintes violées, à la valeur de
l’écart quadratique moyen des coordonnées et à l’écart des valeurs des angles φ et ψ par
rapport aux valeurs standards, représentées sur un diagramme de Ramachandran.
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5.3 La RMN : un outil de criblage
La RMN permet de détecter des interactions à travers l’espace, et donc des in-
teractions intermoléculaires. Elle peut être utilisée comme outil de criblage de ligands
sur une cible pharmacologique. De nombreuses méthodes existent et peuvent être clas-
sées en deux catégories, selon qu’elles sont basées sur l’observation du ligand ou sur
l’observation de la cible. Les principaux avantages et inconvénients des méthodes sont
inhérents à cette classification. L’observation de la cible nécessite une plus grande quan-
tité de protéines, souvent marquées 15N et/ou 13C, et l’attribution des signaux de la
protéine permet d’aller plus loin que la simple observation d’une interaction. Les mé-
thodes étaient au départ plus longues en temps d’acquisition et d’analyses, mais avec
des équipements tels que la cryosonde et les hauts champs aujourd’hui utilisés, les temps
d’acquisition sont comparables. L’observation du ligand permet l’utilisation de quantités
nettement plus faibles de protéines non marquées. L’analyse est souvent plus rapide, du
fait du nombre restreint de signaux par rapport au nombre de signaux observées pour
une protéine, et permet d’identifier dans un mélange de plusieurs ligands lesquels inter-
agissent. L’information structurale, essentielle à la mise en place du "SAR by NMR", ne
peut toutefois être appportée que par des méthodes basées sur l’observation de la cible.
Enfin, les deux catégories de méthodes permettent la mesure de l’affinité du complexe.
5.3.1 Principe du criblage par RMN
La mise en solution d’un ligand L et d’un récepteur E conduit à un équilibre
où les deux espèces chimiques existent à l’état libre et à l’état lié (complexe EL) en
certaines proportions.
A l’état libre, le récepteur et le ligand conservent leurs paramètres RMN intrin-
sèques, comme le déplacement chimique, les temps de relaxation et les coefficients de
diffusion translationnelle. En revanche, lorsque le complexe se forme, c’est-à-dire pen-
dant le temps de résidence du ligand dans le site de liaison au récepteur, un procédé
d’échange confère au ligand de façon transitoire les paramètres RMN caractéristiques
du récepteur, différents le plus souvent du fait d’une taille moléculaire plus importante.
Réciproquement, le ligand perturbe de façon transitoire le microenvironnement du site
de liaison et la distribution des différents conformères du récepteur.
Dans le cadre du criblage de fragments, l’approximation de l’échange rapide est
tout à fait appropriée. En effet, dans la plupart des expériences concernées, l’excès de
ligand  est supérieur à 10. De plus, les ligands ont un KD le plus souvent supérieur à 100
µM. Supposant le kon de l’ordre de 107 à 109M−1s−1, la vitesse d’échange des ligands est
de 1000 à 100000 s−1, ce qui est très supérieur aux taux de relaxation du proton. Cette
approximation permet de simplifier grandement l’expression des paramètres RMN. En
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effet, soit un paramètre RMN Q, alors Qobs valeur observée pour Q expérimentalement
en présence du récepteur et du ligand correspond à la moyenne du paramètre Q sur les
états libre et lié.
Qobs = fBQB + fFQF (10)
L’indice B correspond à l’état lié, F à l’état libre, f correspond aux fractions
liées et libres, respectivement. Qobs n’est autre que la valeur moyennée de Q pondérée
par la taille de chaque population, libre et liée. La sensibilité de la méthode est donc
directement liée à sa capacité à détecter la différence entre fBQB et fFQF . Dans les
conditions du criblage, nous avons LT  ET , et donc fB  fF . Il est donc préférable
de mesurer des paramètres RMN Q qui sont amplifiés dans l’état lié, c’est-à-dire quand
on a QB  QF .
Dans l’équation 10, la constante d’affinité KD n’apparait pas. L’équation peut
être modifiée en utilisant le fait que fF = 1−fB et que fB = fEB / et conduit à exprimer
(Qobs −QF ) :
(Qobs −QF ) = (QB −QF )[L][L] +KD (11)
La détermination expérimentale de (Qobs − QF ) est possible par la mesure du
signal Q en présence du récepteur et corrigée par la contribution de l’état libre QF
déterminée lors d’une expérience de référence par exemple, ou en se plaçant dans des
conditions où QF est nulle. La courbe correspondant à l’équation 11 présente un plateau
quand le récepteur est saturé, c’est-à-dire quand LT  KD. Une titration du ligand per-
met d’estimer la valeur de KD.
Voyons maintenant l’application de ces principes aux principales techniques
RMN de criblage.
5.3.2 Détection par l’observation de la cible
La technique la plus largement utilisée dans cette catégorie est sans aucun doute
la cartographie de déplacements chimiques. L’acquisition de spectres 2D-HSQC de la
protéine marquée 15N en l’absence et en présence de la ou des molécule(s) testée(s)
permet de repérer, par superposition des spectres, les acides aminés perturbés par la
présence du ligand (cf Fig. n◦21). En effet, sur ces spectres, chaque signal correspond à
la corrélation azote-proton amide d’un résidu. La présence d’un ligand au voisinage de
certains résidus pertube leur environnement chimique, ce qui se traduit sur le spectre
par une modification des déplacements chimiques de la tâche de corrélation de l’acide
aminé correspondant.
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Fig. 21 – La cartographie de déplacements chimiques permet de répérer les acides aminés
impliqués dans l’interaction avec un ligand.
Dans l’analyse des données de cartographie de déplacements chimiques, la valeur
mesurée est ∆D = δobs − δref , où δref correspond aux déplacements chimiques d’une
tâche de corrélation en l’absence du ligand, et δobs à la même tâche en présence du
ligand. En utilisant l’équation 6 citée dans la section précédente, un ajustement non
linéaire par la méthode des moindres carrés de la courbe fEB en fonction de LT permet
d’estimer le KD, à la condition que la valeur du koff soit supérieure à environ 10−5 M
pour être dans des conditions d’échange rapide. Dans les conditions d’échange lent, le
volume de la tâche de corrélation azote-proton amide à δref diminue progressivement,
en même temps que la tâche de corrélation à δobs apparaît. Ainsi, la cartographie de
déplacements chimiques permet de cribler à la fois des fragments, mais également des
molécules d’affinité plus forte.
L’identification des résidus impliqués dans l’interaction cible-ligand est possible
lorsque l’attribution RMN de la cible est disponible. La localisation de ces résidus sur la
structure 3D permet de définir le site de fixation du ligand. Dans le cas où l’attribution
n’a pas été réalisée, cette méthode permet simplement de détecter une interaction en
observant qu’il y a perturbation du spectre 2D-HSQC. Un marquage sélectif de la pro-
téine, généralement au 13C et concernant les groupements méthyles des valines, leucines
et isoleucines, permet éventuellement de connaître le type de résidus présents dans le
site de fixation [244].
Cette méthode est très puissante pour le criblage de fragments. Des mélanges
de ligands peuvent être testés mais l’identification du ligand nécessite d’autres expé-
riences. Cependant, le débit du criblage peut être augmenté par ce moyen. L’intérêt de
la méthode réside principalement dans l’information structurale apportée. Elle permet
en effet de guider le développement du fragment vers des sites proches, et de définir la
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longueur d’un "linker" entre ces deux sites.
Cette méthode est aujourd’hui couramment utilisée pour le criblage de ligands.
Des exemples ont déjà été cités précédemment, et d’autres seront présentés à la fin de
cette section.
5.3.3 Détection par l’observation du ligand
Les méthodes de criblage basées sur l’observation du ligand reposent sur la
grande sensibilité de ses paramètres RMN aux différences entre état lié et état libre.
Ces composés, d’un poids moléculaire inférieur à 500 Da, présentent des temps de re-
laxation longitudinaux et transversaux longs, des corrélations NOE d’intensité faible et
de signe opposé à celui des pics diagonaux et des coefficients de diffusion translation-
nelle importants. Les protéines, en revanche, ont un temps de relaxation transversale
court, des corrélations NOEs intenses et de même signe que les pics diagonaux, une
diffusion de spin rapide et des temps de diffusion moléculaire longs. Quand un ligand
se lie à un récepteur de taille importante, il adopte ses caractéristiques RMN. Ainsi,
le contrôle des changements dans les paramètres RMN du ligand permet de détecter
la liaison au récepteur. En effet, l’état transitoire de liaison accompagné de la mobilité
translationnelle et rotationnelle réduite du récepteur se manifestera par des coefficients
de diffusion et des paramètres de relaxation modifiés du ligand.
La liste des méthodes de criblage basées sur l’observation du ligand qui suit n’est
pas exhaustive, par exemple les expériences basées sur la relaxation paramagnétique ou
sur la relaxation du 19F ne sont pas présentées.
Les temps de relaxation : La comparaison du temps de relaxation transversale T2
d’un ligand en l’absence et en présence du récepteur est le test le plus classique de
détection d’une interaction par RMN. En effet, le taux de relaxation transversale R2
= 1/T2 est fortement dépendant du temps de corrélation rotationnelle τc. Lorsque le
ligand se lie au récepteur, il adapte a fortiori le temps de corrélation rotationnelle du
récepteur et τc,boundligand ≈ τc,recepteur. Nous nous trouvons donc dans les conditions
favorables décrites précédemment où τc,boundligand  τc,freeligand ⇔ R2B  R2F .
Les étapes principales sont les suivantes. Tout d’abord, des mesures de R2 sont
réalisées sur les composés à cribler seuls avec un délai de relaxation Trlx fixé. Les inten-
sités des pics sont proportionnels à exp(−R2FTrlx). Une autre mesure de R2 en présence
du récepteur donne des pics d’une intensité proportionnelle à exp(−R2,obsTrlx). Comme
R2,obs > R2F , les pics des molécules liées seront sélectivement atténués et la soustraction
des deux spectres révelera seulement les ligands effectifs.
Des variations du temps de relaxation du récepteur peuvent gêner l’interpréta-
tion des données. Le spectre de mesure du R2 du récepteur peut également être soustrait.
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Un autre point important pour l’interprétation des données est de choisir un mélange
de ligands tel que le recouvrement spectral soit minimal, afin que chaque ligand puisse
être identifié sans ambiguité.
Le taux de relaxation longitudinal R1 est beaucoup moins utilisé dans la me-
sure où des protons de chaque ligand du mélange doivent être sélectivement inversés,
ce qui limite le débit du criblage. En revanche, des expériences de compétition avec un
ligand connu éliminent cette étape de recalibration des impulsions sélectives des ligands
testées, puisque seul le ligand rapporteur est observé.
Le transfert de saturation : La différence de transfert de saturation (STD, Satu-
ration Transfer Difference) est une méthode aujourd’hui largement utilisée pour le cri-
blage de ligands. Le spectre STD résulte, comme son nom l’indique, de la soustraction
de deux spectres, dits "on-resonance" et "off-resonance". L’expérience "on-resonance"
consiste en une saturation sélective de la magnétisation d’un proton du récepteur par
un train d’impulsions radiofréquence. Généralement, des groupements méthyls de la
protéine fortement blindés et souvent hors de la fenêtre spectrale des petites molécules
organiques sont utilisés. La saturation sélective se propage grâce à la relaxation croisée
aux autres protons de la protéine. La diffusion de spin est d’autant plus efficace que
la taille du récepteur est grande. Lorsqu’une molécule se lie au récepteur, la relaxation
croisée proton-proton intermoléculaire a lieu à l’interface récepteur-ligand et permet
aux protons du ligand situés à cette interface de recevoir une partie de la saturation
du récepteur (cf Fig. n◦22 l’illustration du principe). Cette saturation persiste une fois
le ligand dissocié du récepteur en raison du temps de relaxation longitudinale long des
petites molécules. Le site de liaison du récepteur est alors libre pour que d’autres ligands
puissent également recevoir une partie de la saturation. La population de ligands libres
saturés augmente à la vitesse d’échange du ligand, conduisant à une amplification de la
quantité de ligands saturés, et donc de QB. Ainsi, une faible concentration de récepteur
permet la saturation d’une population importante de ligands, pourvu que le KD soit
adapté. L’expérience "off-résonance" sert de référence. La saturation sélective est telle
qu’aucun signal RMN n’est perturbé.
La soustraction des deux spectres ne contient que les signaux qui ont été saturés.
Comme le récepteur est présent en faible quantité, ses signaux ne sont pas visibles et si
ce n’est pas le cas, un filtre T1ρ ou T2 en amont de la détection permet d’éliminer les
signaux résiduels.
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Fig. 22 – Principe de la différence de transfert de saturation. Voir texte pour plus d’explications
[245].
Pour quantifier l’amplification des résonances, le facteur d’amplification du STD,
ASTD a été introduit [246]. Comme la réponse STD est proportionnelle à la concentra-
tion du complexe [EL], l’intensité des pics ISTD (qui correspond au paramètre observé
Qobs, QF = 0) peut être définie comme ISTD = CαSTD[EL], où C est une constante
appropriée à la conversion des unités, et αSTD est un facteur sans dimension qui re-
présente le maximum d’amplification STD. L’intensité I0 est mesurée sur l’expérience
"off-resonance" et est simplement proportionnelle à la concentration en ligand LT , d’où
I0 = CLT . Nous avons donc :
ηSTD =
ISTD
I0
= αSTD
[EL]
LT
= αSTDfLB
fLB = × fEB avec  =
LT
ET
De ces deux équations, nous pouvons définir ASTD :
ASTD = ηSTD = 
ISTD
I0
=
αSTD[L]
[L] +KD
(12)
A l’équation 12 correspond une courbe hyperbolique dose-réponse du même type
que l’équation 11, et est analogue à la célèbre équation de Michaelis-Menten (cf équa-
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tion 7). ASTD augmente donc jusqu’au maximum d’amplification possible αSTD atteint
quand le récepteur est complètement saturé, c’est-à-dire quand LT  KD. L’approxi-
mation de l’échange rapide et le fait que   1 permet d’approximer [L] par LT . Une
titration par le ligand permet donc d’estimer le KD.
La gamme d’affinité détectée par le STD, sous l’hypothèse de la vitesse d’asso-
ciation limitée par la diffusion, est estimée à une gamme allant de 100 nM à 10 mM. En
effet, si KD > LT , tous les récepteurs ne seront pas saturés, la population de ligands sa-
turés sera faible et le signal STD ne sera pas détecté. Pour des affinités trop fortes, koff
sera long et le taux d’échange sera trop faible. Si la durée de vie du complexe dépasse
le temps de relaxation R1 du ligand, le ligand libre "oubliera" sa visite du récepteur
saturé, puisqu’il relaxera plus vite que le récepteur ne sature de nouveaux ligands, et le
signal STD disparaîtra également [247].
Un des avantages majeurs du STD est que la taille du récepteur n’est pas une
limite, au contraire plus la taille du récepteur est importante, plus efficace sera la dif-
fusion de spin (temps de corrélation rotationnelle important), et plus efficace sera le
transfert de saturation de la protéine au ligand. La limite se situe plutôt au niveau des
récepteurs de petite taille, typiquement inférieure à 10 kDa, ce qui est rare pour des
cibles pharmacologiques. De plus, les concentrations en protéine requises sont faibles,
de l’ordre du micromolaire, et la protéine n’a besoin d’aucun marquage. Plusieurs li-
gands peuvent être testés en même temps sous la réserve que leurs spectres proton ne
se recouvrent pas. Les ligands doivent être solubles dans un tampon où la protéine est
soluble et dans la conformation voulue, à des concentrations qui peuvent être de l’ordre
de la centaine de micromolaire, dans la mesure où c’est l’excès de ligand par rapport à la
protéine qui intervient. D’ailleurs, dans les mesures de KD, la concentration en protéine
n’intervenant pas, la comparaison des expériences est possible même si les quantités de
récepteurs ne sont pas les mêmes. De plus, le STD est une méthode rapide puisque les
spectres sont des spectres proton 1D.
Cette technique a par exemple été utilisée pour l’identification de ligands de
HRV2 (human rhinovirus serotype 2), un complexe macromoléculaire de 8500 kDa. Des
interactions peptide-ligand ont pu également être caractérisées par STD pour leur liai-
son à la région extracellulaire de l’integrine αIIbβ3 reconstituée en liposomes [248]. Des
expériences sur des plaquettes sanguines ont permis d’affiner ces résultats en révélant
une réponse STD 5 fois plus forte que sur les liposomes [249]. De plus, le STD a pu
être utilisé pour révéler l’épitope de liaison du ligand. En effet, les protons à l’interface
ligand-récepteur reçoivent une saturation plus forte, permettant de répérer les protons
les plus impliqués dans la liaison et de déterminer l’orientation du ligand par rapport au
récepteur. La cartographie d’épitope a été réalisée sur le β-D-galactoside en interaction
avec la lectine RCA120 (Ricinus communis agglutinin I de 120 kDa) et a confirmé les
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données issues des tests de liaisons de différents dérivés du galactose [246].
Le STD est donc une technique de choix pour le criblage de ligand, et sa capacité
à définir l’épitope de liaison peut contribuer au succès du "SAR by NMR", dans la me-
sure où l’orientation du ligand est nécessaire à l’étape de liaison des deux fragments. Les
protons qui ne sont pas impliqués dans un signal STD seront utilisés pour la liaison au
second fragment alors que les protons saturés devront être conservés pour l’interaction
au récepteur.
L’effet NOE transféré : La relaxation croisée σIS entre les protons I et S dépend
de la distance entre les deux protons, mais également de leur temps de corrélation
rotationnelle τc. Plus une molécule présente un poids moléculaire grand, plus son temps
de corrélation rotationnelle est élevée et plus l’effet NOE est intense. De plus, pour une
molécule de faible poids moléculaire, l’intensité est positive, alors qu’elle est négative
pour des molécules de haut poids moléculaire (cf Fig. n◦23) [250].
Les effets NOE intramoléculaires d’un ligand sont observés sur un spectre 2D-
NOESY en l’absence et en présence du récepteur. Si une liaison au récepteur a lieu, le
ligand adopte transitoirement le temps de corrélation rotationnelle du récepteur. Dans
l’approximation de l’échange rapide, la relaxation croisée σIS observée correspond alors
à la somme sur les états libre et lié de la relaxation croisée, pondérée par la proportion
de chaque population :
σIS = fFσFIS + fBσ
B
IS
Etant donné que dans l’état lié la relaxation croisée est plus intense et négative,
on a fBσBIS  fFσFIS et donc une résultante négative, alors que σIS du ligand seul est
positive. On peut alors observer sur le spectre NOESY une inversion du signe des pics de
corrélation du ligand. Le spectre des molécules qui ne se sont pas liées demeure inchangé.
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Fig. 23 – L’effet NOE dépend fortement du temps de corrélation rotationnelle, et donc de
la masse moléculaire. Un objet de petite taille diffuse plus rapidement et présente des NOEs
d’intensité positive et faible, alors qu’un récepteur ou un ligand lié à un récepteur ont un
poids moléculaire plus important et présentent des NOEs négatifs et plus intenses. La courbe
représentée correspond à l’équation de Solomon exprimant l’intensité relative au maximum de
l’intensité NOE pour un système homonucléaire à deux spins en fonction de ω0τc : ηNOE =
5+(ω0τc)
2−4(ω0τc)4
10+23(ω0τc)2+(ω0τc)4
, où ω0 est la fréquence de Larmor du spin étudié, et τc le temps de corrélation
rotationnelle de la molécule à laquelle appartient le spin [250].
Cette technique, comme le STD, nécessite peu de protéines non marquées,
puisque les ligands gardent la mémoire de l’effet NOE des protéines une fois libres
si le taux d’échange est suffisamment rapide pour que le changement de signe soit dé-
tecté, ce qui est généralement le cas pour des valeurs de KD comprises entre 10 µM et 1
mM environ. Bien que l’analyse soit rapide, et que plusieurs ligands puissent être testés
en même temps, le temps d’acquisition d’une expérience 2D-NOESY est plus important
que celui d’un spectre STD. Des expériences 1D peuvent être conçues mais présente
l’inconvénient déjà mentionné de la nécessité d’inverser sélectivement des protons de
chaque ligand. Ce facteur a permis au STD de supplanter la méthode des NOEs trans-
férés, mais cette technique reste appropriée pour le criblage de ligands.
Le transfert de NOE permet toutefois de déterminer la conformation bioac-
tive du ligand, une information encore une fois utile à la mise en place du "SAR by
NMR" [251, 252]. Le "SAR by ILOE" (Inter-Ligand Overhauser Effect) repose sur le
principe des NOE transférés et se révèle être un outil puissant pour l’application du
"SAR by NMR". Le principe est illustré sur la figure n◦24.
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Fig. 24 – Principe du "SAR by ILOE" [253].
Dans cette approche, un effet NOE est détecté entre les deux fragments com-
plémentaires lors de leur rapprochement grâce à leur liaison à la protéine. Ce NOE,
appelé ILOE, va permettre de connaitre l’orientation relative des deux molécules dans
leur conformation bioactive et guidera l’étape de liaison de ces deux molécules pour
obtenir un inhibiteur de haute affinité.
Cette stratégie a été appliquée à la recherche d’inhibiteurs de la kinase p38,
responsable de la biosynthèse de cytokines inflammatoires et de TNF et impliquée dans
des maladies inflammatoires. Elle a conduit à la synthèse d’un composé actif avec une
IC50 de 0.71 µM [253].
5.4 Définition d’une stratégie de criblage
La définition d’une stratégie de criblage est l’étape suivant l’identification d’une
cible pharmacologique. La nature de la cible, les quantités accessibles de protéines et la
possibilité du marquage conditionnnent ce choix.
Plusieurs éléments composent une stratégie de criblage et sont intimement liés.
Le premier peut être la définition d’une sélection de composés à cribler. Des filtres sont
généralement appliqués à ces molécules pour qu’elles soient le plus "drug-like" possible.
Selon la méthode choisie, des molécules plus ou moins complexes seront choisies, le HTS
étant plus adapté à des molécules complexes et les techniques biophysiques aux frag-
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ments. La méthode choisie conditionne également la phase d’optimisation, c’est-à-dire
comment la molécule touche ou tête de série va devenir un candidat-médicament.
La plupart des stratégies de criblage intègre plusieurs techniques de criblage et
de nombreux outils. Le criblage virtuel est de plus en plus utilisé comme filtre secon-
daire en aval des filtres classiques de sélection des propriétés d’ADME-T désirées, et
en amont du criblage expérimental. La complémentarité RMN / cristallographie ressort
souvent également. Voici au travers de quelques exemples d’identification d’inhibiteurs
intéressants ayant utilisé la RMN l’illustration de quelques stratégies existantes.
Nous avons déjà cité l’exemple de FKBP-12 et de la stromélysine, exemples
ayant permis de valider le concept "SAR by NMR". Dans ces deux exemples, des frag-
ments d’inhibiteurs connus avaient facilité la mise en place de la stratégie. L’exemple
des inhibiteurs de la protéine E2 du papillomavirus humain est le premier où l’approche
par fragment n’a pas été facilitée par des inhibiteurs connus. L’inhibiteur final présente
une affinité de 10 µM seulement mais confirme l’intérêt de la stratégie [254].
La stratégie SHAPES, comprenant les motifs chimiques les plus fréquents dans
les structures de médicaments, repose sur la capacité de la RMN à détecter des frag-
ments de faible affinité [255]. Plusieurs applications de cette stratégie se sont révélées
fructueuses [256]. La conception d’inhibiteurs de la kinase Jnk3 MAP a été initiée par
l’identification de fragments se liant dans le site de fixation de l’ATP avec une affinité
inférieure à 1 mM par la méthode des NOEs transférés. Les molécules commerciales
contenant la combinaison de deux fragments parmi ceux identifiés ont été testées par
criblage virtuel en parallèle des fragments seuls, sur la structure cristallographique. Les
300 composés les plus prometteurs ont été testés et 8 d’entre eux ont révélé une affinité
supérieure à 20 µM, soit un taux de succès 10 fois meilleur que celui atteint par HTS.
La structure cristallographique de la cible complexée aux 3 meilleurs ligands a permis
d’identifier deux poches adjacentes au site principal et le composé final atteignant les
trois sites présente un KD de 26 nM [257]. La simplicité des molécules SHAPES les rend
intéressantes pour l’évolution des fragments. De plus, la sensibilité de la RMN permet
leur détection, là où le HTS atteint ses limites.
La stratégie SHAPES a été utilisée également pour la recherche d’inhibiteurs
de FABP-4 (fatty acid binding protein). Le criblage par NOE transférés a permis de
sélectionner 13 ligands ayant des affinités entre 0.3 et 800 µM. La structure cristallogra-
phique a permis d’orienter la synthèse d’analogues augmentant le nombre de contacts
avec la protéine et le développement d’analogues fluorescents a permis de compléter
cette approche par le HTS, avec un test basé sur le déplacement de la fluorescence par
un compétiteur. Ainsi, neuf têtes de série, d’affinité faible micromolaire à nanomolaire
ont été identifiées.
Des inhibiteurs de la tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), impliquée dans le dia-
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bète et l’obésité [258], ont été identifiés par "SAR by NMR" [259]. Le défi était double :
il fallait tout d’abord trouver des groupements fonctionnels permettant la liaison au site
de la phosphotyrosine sans introduire trop de charges, puisque cela réduit la perméabi-
lité cellulaire, et ensuite, l’enjeu de la sélectivité par rapport aux autres phosphatases
était important, dans la mesure où l’homologue le plus proche de PTP1B présente 74 %
d’identité pour le domaine catalytique [260]. Un criblage RMN basé sur l’observation de
la cible (2D-HSQC) de 10000 fragments, associé aux structures cristallographiques du
complexe de PTP1B avec les composés les plus intéressants, ont conduit à l’identifica-
tion d’un composé 20 nM aux propriétés physicochimiques peu intéressantes d’un point
de vue pharmacologique et avec une sélectivité d’un facteur 2 à 3 seulement [261]. Un
ultime effort pour rendre le fragment situé dans le site de la phosphotyrosine plus "drug-
like" a permis d’identifier un composé d’affinité finale plus faible, 6-7 µM, mais avec
une sélectivité très importante, d’un facteur 30 sur l’homologue le plus proche [262]. Cet
exemple illustre l’importance de l’approche par fragment pour obtenir une sélectivité
suffisante parmi une famille de protéines homologues.
L’utilisation de bibliothèques de fragments focalisées sur une cible s’est révélée
intéressante pour la recherche d’inhibiteurs de la méthyltransférase ErmAM, impliquée
dans la résistance aux antibiotiques. L’identification du motif triazine par un criblage
HSQC a permis de cribler une bibliothèque de 643 analogues du triazine disubstitué et
d’améliorer l’affinité de 1 mM à 75 µM [263].
Les approches présentées dans ce chapitre sont complémentaires les unes des
autres, et les exemples cités ici le prouvent. Le criblage par RMN révèle tout son intérêt
dans le criblage de fragments, grâce à la sensibilité de cette technique. Les taux de
faux-positifs sont d’ailleurs moins importants. La résolution de la structure d’une cible
par RMN peut s’avérer également très utile dans la mise en place d’une approche par
fragment, bien que la cristallographie soit parfois plus facile d’utilisation si les cristaux
sont disponibles.
De manière plus générale, la stratégie de criblage est conditionnée par les infor-
mations disponibles. Quatre cas principaux existent : la structure 3D de la cible ou de
protéines homologues est connue ou pas, des ligands sont connus ou pas. Dans le cas
où aucune de ces deux informations n’est disponible, un criblage HTS de chimiothèques
présentant une bonne diversité s’impose. Dans le cas où des ligands ont déjà été iden-
tifiés, la définition d’un pharmacophore commun à ces molécules peut être envisagée et
guider la synthèse d’une chimiothèque focalisée sur ce motif pharmacophorique, qui sera
ensuite criblée par HTS. En revanche, si des informations structurales sur la cible sont
accessibles, d’autres stratégies peuvent faciliter la recherche de nouvelles têtes de série,
comme la définition d’un pharmacophore à partir de la structure du site actif de la cible,
l’analyse de sites adjacents à des molécules déjà liées pour améliorer leur affinité et /
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ou leur spécificité par le greffage de fragments. Le criblage pourra être plus restreint au
niveau de la taille de la chimiothèque, et basé sur des techniques structurales comme
la RMN et la cristallographie des rayons X. L’information structurale obtenue guidera
l’évolution de la molécule tout au long de son développement.
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La première partie de ce manuscrit a souligné l’importance de la validation d’une
cible pharmacologique, et indiqué différentes stratégies permettant l’identification de
molécules candidates-médicaments. Cette seconde partie a pour objectif de présenter le
contexte biologique dans lequel mes travaux de thèse se sont déroulés.
1. La réplication de l’ADN et les ADN polymérases répli-
catives
La duplication de l’information génétique contenue dans l’ADN de chaque cel-
lule est un processus essentiel au développement d’un organisme. En effet, la réplication
fidèle de l’ADN permet la transmission fiable de l’information génétique aux deux cel-
lules filles issues de la division cellulaire, et donc le maintien de l’intégrité du génome
au cours de la vie de l’organisme.
1.1 Les différentes étapes de la réplication
La réplication de l’ADN est réalisée principalement par les ADN polymérases
réplicatives et se déroule en trois étapes :
1. L’initiation : cette étape se déroule après l’activation des origines de réplication,
où de larges complexes protéiques s’assemblent, permettant l’assemblage de la
fourche de réplication bidirectionnelle. En particulier, l’assemblage fonctionnel
des protéines MCM2-7 sur la chromatine correspond au permis de répliquer [264].
L’ADN est alors déroulé par les hélicases du complexe MCM2-7 et l’ADN simple
brin est protégé des ADN nucléases par les protéines RPA (“Replication Protein
A”). L’ADN polymérase α (alpha) synthétise une amorce de quelques ribonucléo-
tides dans la direction 5’-3’. La synthèse d’ADN est réalisée dans le sens 5’-3’ du
brin néosynthétisé. La machinerie cellulaire s’adapte alors au fait qu’elle réplique
soit le brin continu, soit le brin discontinu. Dans le premier cas, un seul événe-
ment d’initiation du brin continu ou précoce est nécessaire alors que pour le brin
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discontinu, plusieurs amorces sont synthétisées au cours de la réplication.
2. L’élongation : tandis que MCM8 déroule l’ADN, les ADN polymérases δ (delta) et
ε (epsilon) allongent l’amorce d’ADN synthétisée par pol α. La protéine trimérique
PCNA (“Proliferating Cell Nuclear Antigen”), chargée sur l’ADN par RFC (facteur
de réplication C) qui reconnaît le complexe matrice-ADN, forme alors un anneau
autour de l’ADN et interagit avec la polymérase pour la rendre processive. La
dimérisation de pol δ permet de coordonner la réplication des deux brins. Sur le
brin discontinu, les amorces sont éliminées par la RNAse H1 ou l’exo-endonucléase
FEN1 (Flap EndoNucléase 1) et la ligase I permet de lier l’extrémité 5’-phosphate
du fragment d’Okasaki en amont à l’extrémité 3’-OH du fragment d’Okasaki en
aval [265–267].
3. La terminaison : au cours de la réplication, l’ADN topoisomérase I réduit les
contraintes topologiques induites par la réplication et les deux molécules filles
d’ADN sont séparées par l’ADN topoisomérase II.
Comme le montre la figure n◦25, de nombreuses protéines s’assemblent au niveau de la
fourche de réplication. Quelques-unes ont été citées précédemment. Nous allons main-
tenant nous attarder sur une famille de protéines essentielles à la réplication : les ADN
polymérases.
1.2 Les ADN polymérases réplicatives
La réplication de l’ADN est essentiellement assurée par les ADN polymérases
réplicatives : pol α, pol δ et pol ε. La fidélité de la réplication dépend de la bonne
coordination spatio-temporelle des différents acteurs du réplisome, mais aussi en grande
partie de la qualité de la synthèse effectuée par ces ADN polymérases réplicatives.
Ces enzymes sont sélectives, c’est-à-dire qu’elles ont une forte capacité à dis-
criminer entre les nucléotides pour incorporer le seul dNTP respectant l’appariement
de Watson et Crick. En effet, les contraintes stériques au sein du complexe ternaire
ADN polymérase, matrice d’ADN et dNTP sont telles que seul le dNTP correct peut
se positionner de façon stable dans le site actif de la polymérase [268, 269]. Les dif-
férents domaines de la polymérase se “referment” alors sur le nucléotide correctement
positionné et son incorporation est médiée par la présence d’un ion métallique divalent.
La fidélité de ces enzymes est encore accrue par le fait qu’il leur est difficile d’étendre
la synthèse d’ADN à la suite d’un mésappariement, avec un facteur d’efficacité 10000
fois moins fort que suite à une base correcte [270]. Leur processivité limite également
les événements de glissement de la matrice d’ADN lors d’événements de dissociation /
réassociation avec la matrice d’ADN, et donc les erreurs par délétion de bases.
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Fig. 25 – Schéma de la fourche de réplication chez les Eucaryotes supérieurs. L’ADN hélicase permet
le déroulement de l’hélice d’ADN. La primase démarre la réplication en synthétisant une amorce d’ARN.
RPA, RF-C (Replicative Factor C), FEN1, PCNA et l’ADN ligase I sont également présents au niveau
de la fourche pour jouer leur rôle de protection de l’ADN simple brin, coordination de la réplication
des brins continu et discontinu, excision des structures ramifiées de l’ADN, notamment sur le brin
discontinu, facteur de processivité, ligation des fragments d’Okazaki, respectivement. Enfin, les ADN
polymérases réalisent la polymérisation de l’ADN [271].
Enfin, l’activité 3’-5’ exonucléase de pol δ et pol ε leur permet de corriger leurs
propres erreurs. Le substrat préféré de ce domaine est l’extrémité d’un mésappariement
de bases, dont il peut libérer le nucléotide mono-phosphate. La vitesse de synthèse, qui
est normalement de 100 à 1000 nucléotides par seconde [272], est ralentie de mille à un
million de fois lors de l’extension d’un mésappariement, créant un blocage de la fourche,
ce qui laisse le temps à l’exonucléase d’intervenir [273]. Les éventuelles erreurs com-
mises par pol α qui ne possède pas d’activité 3’-5’ exonucléase ne sont que temporaires
puisque l’amorce qu’elle synthétise est ensuite dégradée. Le mécanisme de réparation des
mésappariements de bases est couplé à la machinerie réplicative, permettant également
de limiter le nombre d’erreurs au cours de la réplication.
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2. La réparation de l’ADN et les ADN polymérases adap-
tatives
2.1 Les lésions de l’ADN
Une lésion consiste en une modification de la structure moléculaire de l’ADN,
quelle qu’elle soit. Les lésions peuvent avoir des origines endogènes ou exogènes. En
effet, une cellule est soumise à des agressions exogènes comme les ultraviolets de la
lumière solaire et les radiations ionisantes. Ces stress environnementaux conduisent à la
formation de dimères de pyrimidines cyclobutane ou de photoproduits (6-4) pyrimidine-
pyrimidine sur des pyrimidines adjacentes, à des pontages inter ou intra-brins, à des
mutations, et à des cassures de l’ADN, simple brin ou double brin. D’autres agents
génotoxiques peuvent également conduire à ce genre de lésions.
D’autre part, des produits issus du métabolisme normal de la cellule peuvent
provoquer des dommages à l’ADN. Par exemple, les anions superoxides, les radicaux
hydroxyls et le peroxide d’oxygène, rassemblés sous le terme de radicaux libres oxygénés
et qui sont issus de la respiration oxydative de la mitochondrie, induisent des dommages
oxydatifs au niveau de l’ADN [274]. De même, des modifications chimiques spontanées
des bases peuvent survenir et perturber la structure de la double hélice. Ce peut être
des oxydations ou des désaminations spontanées de bases, ou l’hydrolyse de résidus
nucléotidiques qui conduit à la formation de sites abasiques.
L’état de l’ADN est contrôlé au cours du cycle cellulaire, lors de points de
contrôle à la fin des phases G1, S, G2 et M. Lors de la présence de lésions, la cellule
dispose de plusieurs voies de réparation, lui permettant d’éliminer ces dommages de
l’ADN. Lors de la phase de réplication de l’ADN, les lésions qui n’ont pas pu être réparées
en phase G1 bloquent la progression de la fourche de réplication, car le site actif contraint
des ADN polymérases réplicatives ne leur permet d’intervenir que sur de petites lésions,
comme le 8-oxoguanine ou les sites abasiques [275, 276]. La tolérance du dommage,
par les mécanismes de synthèse translésionnelle et de recombinaison homologue (RH),
est alors nécessaire à la progression du cycle cellulaire. Ces mécanismes permettent
d’éviter que ces lésions ne soient converties en mutations permanentes. Dans le cas
où les lésions n’ont pas été réparées avant la phase de réplication et ne peuvent être
tolérées ou contournées, la cellule déclenche le mécanisme de l’aptotose, c’est-à-dire de
mort cellulaire programmée.
2.2 La réparation du dommage
Plusieurs mécanimes permettent à la cellule d’éliminer les dommages de l’ADN
(cf Fig. n◦26). Ces mécanismes, qui se mettent en place avant que ne débute la répli-
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cation, permettent d’éliminer le dommage. Une matrice d’ADN la moins endommagée
évitera que la réplication ne soit bloquée trop souvent. Ces mécanismes sont la répa-
ration par excision de base (BER), la réparation par excision de nucléotide (NER),
la recombinaison homologue (RH) et la recombinaison non-homologue (NHEJ, Non-
Homologous End Joining). Chacun de ces mécanismes est plus ou moins spécifique d’un
type de lésion. En effet, le NER intervient davantage sur des lésions qui distordent la
double hélice d’ADN, alors que le BER est plus adapté aux altérations chimiques d’une
seule base, mais pouvant générer des mutations. Les cassures double brin sont réparées
par NHEJ essentiellement, ainsi que par RH. Le NHEJ n’utilise pas ou que très peu
l’homologie de séquence pour réparer les cassures double brin de l’ADN. Ce mécanisme
permet de maintenir les deux extrémités de l’ADN ensemble et de les liguer et s’ac-
compagne de réarrangements chromosomiques. Si le NHEJ se met en place rapidement
après que la cassure double brin se soit formée, il réalise une réparation fidèle de ces
lésions.
Fig. 26 – Dommages à l’ADN et mécanismes de réparation associés [277].
Tous ces mécanismes sont importants pour le maintien de l’intégrité du génome,
mais il arrive qu’ils ne suffisent pas à l’élimination de toutes les lésions. La machinerie
réplicative est alors bloquée par ces lésions résiduelles. Dans ce cas, la cellule fait appel à
un autre mécanisme, qui lui permet de tolérer le dommage, parfois au prix de mutations,
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mais sans que la réplication ne soit bloquée.
2.3 La tolérance du dommage
La RH est un mécanisme majeur intervenant lorsque des fourches sont bloquées
ou cassées. Elle utilise la copie homologue de la séquence endommagée, présente sur la
chromatide sœur, comme matrice pour la réparation, ce qui en fait un processus conser-
vatif et fidèle dans la grande majorité des cas. De ce fait, elle intervient tardivement
dans le cycle cellulaire, en fin de phase S et en phase G2. La RH permet le contourne-
ment dans la lésion.
Lorque la lésion n’est pas contournée, la synthèse translésionnelle (TLS, “Trans-
Lesion Synthesis”) permet de franchir la lésion. D’autres ADN polymérases, appelées
adaptatives, spécialisées, mutagènes, ont été découvertes pour la plupart d’entre elles il
y a une dizaine d’années. L’ADN polymérase β a été la première découverte dans les
années 1970, et depuis 1999, une dizaine d’autres ont été découvertes : pol η, ι, κ, λ, µ,
σ, ν, θ, ζ, TdT et Rev1, essentiellement par recherche d’homologues suite au séquençage
du génome humain. Quatre familles d’ADN polymérases humaines ont ainsi été définies :
A, B, X et Y. La famille A est homologue à pol I d’Escherichia coli et contient pol γ,
pol θ et pol ν [278]. La famille B est représentée par pol II d’Escherichia coli et contient
les polymérases réplicatives, ainsi que pol ζ. Pol β, pol λ, pol µ, pol σ et TdT (Terminal
déoxynucléotidyl Transférase) forment la famille X et sont caractérisées par une main
gauche, alors que les autres ADN polymérases apparaissent comme une main droite.
Cette analogie avec la main repose sur les différents domaines qui composent les ADN
polymérases : la paume représente le site catalytique, le pouce favorise l’interaction de
l’enzyme avec l’ADN double brin et la positionne dans le petit sillon de la double hélice
d’ADN [279] et les doigts jouent un rôle dans la stabilisation du dNTP à incorporer.
Enfin, la famille Y regroupe les polymérases κ, η, ι et Rev1.
Il a été montré que la plupart des ADN polymérases adaptatives sont capables in
vitro d’effectuer de la synthèse translésionnelle, c’est-à-dire de synthétiser de l’ADN au
travers d’une lésion. En effet, leur site catalytique plus large et plus souple leur permet
de s’adapter à une déformation de la double hélice d’ADN.
Cependant, chacune de ces ADN polymérases spécialisées semble spécifique d’un
type de lésion. L’efficacité de chacune varie avec le type de lésion. Ainsi, Rev1 incorpore
un dCMP en face de sites abasiques qui proviennent de la perte spontanée d’une gua-
nine. Pol η semble quant à elle capable de synthétiser de l’ADN au travers de dimères
de pyrimidines souvent engendrés par les UV. La plupart des données concernant ces
ADN polymérases adaptatives est issue d’expériences in vitro, qui ne peuvent refléter
que partiellement la réalité biologique et fait que le rôle biologique de chacune de ces
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enzymes n’est pas encore parfaitement connu, excepté celui de pol η.
Le modèle de la TLS communément admis se déroule en trois étapes après le
blocage de la fourche (cf Fig. n◦27). Dans ce modèle, l’ADN polymérase réplicative blo-
quée par la lésion quitte l’ADN et est remplacée par une ADN polymérase adaptative.
Celle-ci permet l’insertion d’un nucléotide face à la lésion et éventuellement l’élongation
de l’ADN néo-synthétisé sur quelques nucléotides. L’ADN polymérase réplicative peut
ensuite poursuivre normalement la réplication de l’ADN.
Les techniques de double hybride, de chromatographie d’affinité et d’immuno-
précipitation permettent de mettre en évidence des interactions au sein de la cellule.
Les interactions de PCNA et Rev1 avec plusieurs partenaires de la TLS indiquent un
rôle possible de plateforme d’ancrage pour les différentes ADN polymérases qui peuvent
intervenir sur la fourche de réplication. Les diverses modifications post-traductionnelles
de PCNA lui permettent d’interagir avec des protéines de la réplication, de la répara-
tion, du remodelage de la chromatine [280]. Par exemple, l’état d’acétylation de PCNA
varie au cours du cycle cellulaire de totalement désacétylé à hyperacétylé en passant
par modérément acétylé, les formes les plus acétylées favorisant l’interaction avec pol β
et pol δ et étant associées à la phase de transition G1/S. Par ailleurs, l’ubiquitination
de PCNA résulterait des dommages à l’ADN. La multi-ubiquitination oriente vers une
voie fidèle de réparation, alors que la mono-ubiquitination, observée dans les cellules
humaines, conduit à une voie infidèle [281]. Les irradiations UV conduisent à une mono-
ubiquitination de PCNA qui favorise l’interaction avec pol η et défavorise l’interaction
avec pol δ [282,283]. Ainsi, le blocage de la fourche au niveau d’une lésion provoquerait
un changement des modifications post-traductionnelles de PCNA lié à pol δ. Les modi-
fications de type SUMOylation ou acétylation laisseraient la place à une ubiquitination,
ce qui permettrait de déplacer l’ADN polymérase réplicative et autoriserait l’interac-
tion avec une polymérase adaptative. Sa rotation autour de l’ADN pourrait permettre
à différentes ADN polymérases fixées à l’ADN d’accéder à la fourche en fonction des
besoins [284].
L’anneau trimérique PCNA n’autorise la liaison que de trois molécules d’ubi-
quitine. La question du grand nombre d’ADN polymérases qui peuvent être présentes à
la fourche demeure. Plusieurs molécules PCNA pourraient être présentes à la fourche.
Un modèle plus récent propose que le trimère Rad9-Rad1-Hus1, appelé complexe 9-1-1,
ait le rôle de plateforme de distribution plus spécialisée pour le recrutement des ADN
polymérases adaptatives à la fourche [285].
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Fig. 27 – Modèle associé à la synthèse translésionnelle [285].
Une autre molécule PCNA non-ubiquitinée pourrait ensuite être recrutée à
la fourche pour rétablir la liaison à pol δ, ou alors de nouvelles modifications post-
traductionnelles pourraient assurer ce rôle, afin que la réplication de l’ADN puisse re-
prendre son cours normalement.
2.4 Les ADN polymérases spécialisées
Ces ADN polymérases spécialisées interviennent également dans la réparation
de l’ADN. Pol β est ainsi une enzyme essentielle au BER. Pol λ, µ et ζ semblent quant
à elles impliquées dans la réparation des cassures double brin [286,287].
Le qualificatif de mutagène convient à ces enzymes, dans la mesure où lorsqu’elles
interviennent dans des processus biologiques qui ne leur sont pas propres, notamment
la réparation d’un ADN non endommagé, elles commettent de nombreuses erreurs et
induisent donc des mutations. Leur taux d’erreurs est nettement plus élevé que celui
des ADN polymérases réplicatives, comme le montre le tableau ci-dessous, dont les taux
d’erreurs correspondent à une moyenne des erreurs commises in vitro par nucléotide in-
corporé [288].
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ADN polymérases activité exonucléase substitutions (×10−5) délétions (×10−5)
Pol δ oui 1 2
Pol ε oui ≤1 ≤ 0.5
Pol γ oui ≤1 0.6
Pol α non 16 3
Pol β non 67 13
Pol κ non 580 180
Pol η non 3500 240
Pol ι non 72000 -
Ce taux d’erreurs plus élevé peut s’expliquer par l’absence d’activité 3’-5’ exonu-
cléase, par un site actif plus large et donc moins discriminant en cas de mésappariement,
ainsi que par une polymérisation distributive, et non processive comme pour pol δ et
ε, ce qui augmente la probabilité de délétions par glissement de la matrice d’ADN lors
des événements plus nombreux de dissociation / réassociation.
Par ailleurs, ces ADN polymérases sont impliquées dans d’autres fonctions bio-
logiques, comme l’hypermutation somatique ou la cohésion des chromatides sœurs qui
ne seront pas présentées ici.
La redondance des ADN polymérases pour leur capacité à répliquer de nom-
breuses lésions mais de façon plus ou moins fidèle révèle l’importance de la présence
de chacune d’entre elles. De plus, il apparaît clairement que le taux d’expression de ces
enzymes doit être finement régulé par la cellule. En effet, un défaut de l’expression d’une
ADN polymérase comme sa surexpression peut être à l’origine de nouvelles mutations.
La déficience de l’une d’entre elles provoquerait la prise en charge du mécanisme dont
elle est spécifique par d’autres ADN polymérases qui ne sont pas spécialisées pour ce
mécanisme et qui serait donc mutagène. De même, la surexpression d’une de ces ADN
polymérases rend son intervention sur des mécanismes dont elle n’est pas spécialisée
probable, perturbant ces mécanismes et induisant de potentielles mutations.
L’accumulation de ces mutations peut induire un “phénotype mutateur”, qui
contribuerait à la tumorigénèse [289].
2.5 Le phénotype mutateur et les ADN polymérases
Le taux de mutations d’une cellule somatique non exposée à des agents géno-
toxiques est estimé à 2.10−7 mutations par gène et par génération [290]. Selon le tissu
auquel elle appartient, une cellule se divisera au plus une centaine de fois et sera sou-
mise, au maximum, à une trentaine de mutations. Le nombre important de mutations et
d’altérations génétiques observées dans les cellules cancéreuses ne peut donc s’expliquer
par les quelques mutations qui échappent au contrôle de la réplication.
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L’hypothèse du “phénotype mutateur” propose que l’instabilité génétique des
cellules cancéreuses résulte de quelques mutations dans des gènes “gardiens du génome”
impliqués dans la réparation et la réplication de l’ADN et dans les points de contrôle
du cycle cellulaire. Echappant aux contrôles classiques de la progression du cycle cellu-
laire, l’accumulation des mutations peut conférer un avantage sélectif de prolifération à
ces cellules. L’instabilité génétique qui en résulte se manifeste à différents degrés [291].
Certaines mutations, grâce à la dégénérescence du code génétique, seront silencieuses,
alors que d’autres provoqueront la substitution d’un acide aminé en un autre, l’insertion
prématurée d’un codon stop ou l’élimination du codon stop, ce qui peut avoir des consé-
quences plus ou moins graves, l’une d’elles étant l’inactivation de la protéine issue de la
traduction de ce gène. Ainsi, ces mutations peuvent engendrer, entre autres, l’activation
de proto-oncogènes et l’inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs.
De plus, l’instabilité génétique peut se manifester à l’échelle chromosomique.
Des translocations chromosomiques, la perte d’hétérozygotie, des délétions et des am-
plifications géniques, l’aneuploïdie (perte ou gain de chromosomes) sont observées dans
de nombreux cancers.
Les cellules cancéreuses présentent la capacité à proliférer indéfiniment, alors
que les cellules saines entrent en sénescence après un certain nombre de divisions. Alors
que l’hypothèse du phénotype mutateur tente d’expliquer comment des perturbations
de la réplication et de la réparation de l’ADN conduisent à la progression tumorale,
d’autres études permettent de déterminer quels sont les événements précis qui trans-
forment une cellule normale en une cellule tumorale. En effet, certaines modifications
précises, qui ne seront pas discutées dans ce manuscrit, permettent aux cellules de
s’affranchir des contraintes limitant leur prolifération. Ces changements génétiques et
épigénétiques conduisent à l’accumulation de mutations. Le débat se situe au niveau
de la nécessité d’accumuler des mutations pour tranformer une cellule saine en cellule
tumorale, puisque ces mutations peuvent être considérées à la fois comme cause du dé-
veloppement tumoral et comme conséquence de la prolifération intensive des cellules.
L’hypothèse du phénotype mutateur provient des observations d’une forte varia-
bilité génétique dans les cellules tumorales et de défauts dans la surveillance du génome
qui prédisposent à certains cancers. Ainsi, les mutations ou inactivations par méthy-
lation du promoteur de gènes impliqués dans la réparation des mésappariements sont
à l’origine du syndrome HNPCC (“hereditary non polyposis colon cancer”), syndrome
associé à un risque important de cancer colorectal. Des mutations dans BRCA1, gène
impliqué dans la réparation des cassures double brin, prédisposent aux cancers du sein
et de l’ovaire. De même, un défaut dans la réparation et la tolérance de lésions dues aux
UV, associé à un variant de pol η chez les porteurs du syndrome Xeroderma pigmento-
sum variant (XPV), favorise le développement du cancer de la peau.
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Cependant, l’hypothèse de l’instabilité génétique comme élément nécessaire à la
tumorigénèse peut être réfutée par des données montrant que des lignées non tumorales
présentent un taux de mutagénèse élevé [292, 293]. On peut donc concevoir que l’effet
du phénotype mutateur est d’accroître considérablement la probabilité qu’un gène né-
cessaire au contrôle de la prolifération soit dérégulé. Ces dérégulations et les mutations
qui peuvent survenir sont souvent corrélées à des phénotypes d’instabilité génétique et
à un développement tumoral.
La dérégulation des ADN polymérases est très probablement difficilement tolé-
rée par la cellule. Cependant, l’analyse de lignées tumorales du foie et du colon a permis
d’identifier des mutations hétérozygotes de pol δ au niveau du site catalytique et du
domaine exonucléase [294–296]. De plus, des mutations homozygotes dans le domaine
exonucléase conduisent les souris aux développements de lymphomes et de cancers épi-
théliaux, illustrant l’hypothèse du phénotype mutateur, puisque la baisse de fidélité
d’une des ADN polymérases réplicatives conduit au développement tumoral [297,298].
La dérégulation des ADN polymérases adaptatives a été observée de nombreuses
fois dans des tissus tumoraux. L’analyse d’un nombre conséquent de biopsies de cancers
du poumon, de l’estomac et du colon révèle un niveau élevé de transcrits de pol θ [299].
Une étude concernant une grande diversité de cancers a révélé des cas de sous-expression
(poumon, estomac, colon) et de surexpression (poumon) de pol κ [300, 301]. Les déré-
gulations de ces polymérases peuvent également conférer un phénotype mutateur à la
cellule et participer à la tumorigénèse dans des modèles animaux.
Le cas particulier de la déficience de pol η est devenu un paradigme de la TLS
in vivo. Cette ADN polymérase est capable de répliquer de façon fidèle en face d’une
lésion cyclobutane thymine-thymine, lésion majoritaire après irradiation de cellules par
les UV, et de poursuivre l’élongation de la synthèse [302]. Les personnes atteintes du
syndrome Xeroderma pigmentosum variant sont déficientes en pol η, soit en raison d’un
défaut d’expression, soit en raison de l’expression d’une protéine inactive, et présentent
une prédisposition au cancer de la peau [303,304]. Bien que la majorité soit réparée par
NER, les lésions persistantes au moment de la réplication nécessitent l’intervention de
la TLS par pol η pour une réplication fidèle [305]. L’intervention probable d’une autre
ADN polymérase induit de nouvelles mutations, dues à l’infidélité de la TLS [306].
Ainsi, les protéines impliquées dans la réplication et la réparation de l’ADN,
comme les ADN polymérases, peuvent être à l’origine d’une instabilité génétique dans
les cellules où elles sont dérégulées, dans un sens ou dans l’autre, ou exprimées sous des
formes anormales. Le lien de cause à effet avec le cancer est encore difficile à établir :
soit la perturbation de l’expression de ces enzymes provoque de l’instabilité génétique
et constitue l’une des causes de la cancérogénèse, soit elle est une conséquence des
nombreuses dérégulations observées dans les cellules cancéreuses et elle participe à l’ag-
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gravation du phénotype prolifératif de la cellule et donc au développement tumoral.
Je vais maintenant m’intéresser en particulier à l’ADN polymérase beta (pol β),
sur laquelle mes travaux de thèse ont porté.
3. L’ADN polymérase beta
3.1 La famille X
Pol β, pol λ, pol µ, pol σ et TdT composent la famille X des ADN polymérases
chez les mammifères. Pol β possède un domaine particulier, le domaine dRP lyase (5’
deoxyribose 5’phosphate lyase), dont la fonction est l’élimination du sucre abasique en
5’ d’une extrémité libre d’ADN. Cette activité est essentielle lors de la réparation par
BER brèche courte [307]. Les ADN polymérases de la famille X sont les seules à possé-
der ce domaine appelé domaine “pol β-like”. En revanche, elles sont distributives et ne
possèdent pas d’activité 5’-3’-exonucléase.
Hormis pol β, les autres ADN polymérases de la famille X possèdent également
un domaine BRCT (BRCA1 (breast-cancer-susceptibility protein 1) C-terminal), néces-
saire à certaines interactions protéine-protéine ou protéine-ADN dans des mécanismes
de signalisation et de réparation des dommages de l’ADN. La plupart de ces ADN po-
lymérases peuvent répliquer l’ADN malgré la présence d’un site abasique.
Fig. 28 – Alignement des domaines fonctionnels des ADN polymérases eucaryotes de la famille X [308].
Le domaine “pol β-like” est en jaune ; en orange, on trouve les motifs “Hélice-boucle-hélice”, en bleu les
domaines BRCT et en vert les séquences signal de localisation nucléaire.
TdT est une enzyme capable d’étendre un ADN simple brin sans utiliser de
matrice. Son expression dans les tissus lymphoïdes primaires et son rôle dans la recom-
binaison V(D)J sont bien établis. Dans ces tissus, la présence d’une cassure double brin
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initie la recombinaison V(D)J, qui assure une variabilité des récepteurs matures pour
les antigènes par de nombreux réarrangements génétiques. TdT interagit avec différents
acteurs du NHEJ en ajoutant quelques nucléotides aux extrémités cassées de l’ADN.
Pol λ et pol µ interviennent dans la réparation des cassures double brin dans
d’autres tissus. Pol µ est induite par les radiations ionisantes et colocalise avec les foyers
de l’histone phosphorylée γH2AX. Des interactions in vitro avec Ku, XRCC4 (X-ray
Repair Cross Complementing group 4) et la ligase IV ont été montrées [309]. Une acti-
vité de nucléotidyl-transférase, indépendante du substrat, lui est associée, l’impliquant
dans le NHEJ [287, 310]. Une activité de TLS est également associée à pol µ, pour la
réplication de lésions N-2 acétylaminofluorène [311], de lésions cisplatine [312] et de
certains dommages oxydatifs [313].
Pol λ est la plus homologue à pol β et possède également une activité dRP lyase.
Son intervention dans le BER est suspectée [314, 315]. Elle semble, elle aussi, avoir sa
place dans le NHEJ. Contrairement à pol β, pol λ peut assurer l’étape de synthèse du
NHEJ in vitro et dans des extraits cellulaires, elle réalise mieux que pol µ la synthèse des
brèches créées par l’appariement d’extrémités [316,317]. Par ailleurs, l’expression d’une
forme dominante-négative de pol λ sensibilise les cellules aux radiations ionisantes et
induit de l’instabilité génétique, tout comme les cellules déficientes pour le NHEJ [286].
3.2 Aspects fonctionnels au sein de la cellule
Dans les cellules humaines, le gène POLB se trouve sur le bras court du chromo-
some 8 (en 8p11.2). Les 14 exons qui composent ce gène ont une taille comprise entre 50
et 233 paires de bases, et la taille totale du gène est de 33 kb [318]. Bien qu’un épissage
alternatif de l’exon 2 ait été mis en évidence, la forme majeure de l’ARNm est de 1,4
kb. La région codante pour pol β est composée de 954 paires de bases, ce qui en fait
la plus petite des ADN polymérases avec un poids moléculaire de 39 kDa et 335 acides
aminés. Etant la première ADN polymérase adaptative découverte, elle est l’une des
plus étudiées à l’heure actuelle.
Pol β est exprimée de façon ubiquitaire chez la souris et le rat [319, 320]. L’ex-
pression de l’ARNm est plus abondante dans les testicules, le cerveau, le thymus et la
rate, alors qu’il est faiblement présent dans le cœur, le rein et le foie. L’expression de la
protéine est faible, constitutive et indépendante des phases du cycle cellulaire dans les
cellules de mammifères [319,321].
3.2.1 La réparation par excision de base
Pol β est requise pour le BER. Elle est principalement impliquée dans la voie
“brèche courte” du BER, puisque son substrat préféré est un ADN présentant une brèche
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d’un nucléotide avec une extrémité 5’-phophate [322,323]. Ce mécanisme de réparation
intervient lors de mésappariemens G-T et G-U, de la présence de sites abasiques et d’ad-
duits de type monofonctionnel provoqués par des agents alkylants, et lors de la présence
de dommages oxydatifs [324]. Il est illustré sur la figure n◦29. Deux voies sont associées
à ce mécanisme : la voie brèche courte et la voie brèche longue. Les protéines associées
à ces deux voies diffèrent. La voie brèche longue, minoritaire, diffère de la voie brèche
courte par le fait que l’extrémité 3’OH est étendue sur plusieurs nucléotides provoquant
un déplacement de brin [325].
Fig. 29 – La réparation par excision de base [277]. En présence d’une base uracile par exemple, la
voie brèche courte est réalisée in vitro par le recrutement de pol β, après l’action de l’uracil DNA
glycosylase (UDG) et le clivage en 5’ du site apurinique/apyrimidinique [326–328]. Une alternative à
cette voie est la voie brèche longue, qui est minoritaire et cinétiquement plus lente [329]. Ceci est due,
après l’incision par APE1, au déplacement du brin contenant le résidu dRP. PCNA recrute et active
FEN1, qui excise la structure supplémentaire d’ADN, puis la ligase I réunit les brins d’ADN [330,331].
La génération de cellules KO pour pol β a confirmé son rôle biologique dans la
voie de resynthèse d’ADN par BER [322]. En effet, même si leur croissance est normale,
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les cellules KO pour pol β sont hypersensibles au MMS (Méthylméthane sulfonate),
agent méthylant les purines. Les lésions causées par cet agent sont éliminées principa-
lement par BER “brèche courte”. De plus, l’expression de mutants dépourvus d’activité
catalytique mais ayant une activité dRP lyase intacte dans des cellules KO pour pol β
révèle une résistance au MMS proche de celle observée dans les cellules sauvages. L’ac-
tivité de synthèse d’ADN n’est donc pas indispensable à la survie des cellules traitées
au MMS, alors que l’activité dRP lyase l’est [332]. Pol β réalise une réparation fidèle
par BER.
Pol β intervient également dans le BER “brèche longue”. Dans ce cas, elle réa-
lise la synthèse processive de 6 nucléotides [330, 333]. L’intervention de pol β dans ce
mécanisme a été montrée sur des cellules KO pour pol β très sensibles au traitement
par la methoxamine, dont les lésions sont réparées par le BER brèche longue [334].
Le choix de la voie BER est influencé par le type d’ADN glycosylase qui re-
connaît la lésion [335]. La reconnaissance par une ADN glycosylase mono-fonctionnelle,
suivie du clivage en 5’ du site abasique par APE1 (APurinique / APyrimidinique Endo-
nucléase 1) conduit à la formation d’une extrémité 5’-dRP éliminée très lentement par
le domaine de 8 kDa de pol β, car ce n’est pas le substrat reconnu par la dRP lyase. En
revanche, lorsque la lésion est reconnue par une ADN glycosylase bifonctionnelle comme
OGG1, la formation d’extrémités 3’OH et 5’-phosphate permet la prise en charge di-
rectement par le BER voie courte. L’activité lyase de pol β permet l’élimination du
5’-ribophosphate et laisse une extrémité 5’-phosphate qui permet la synthèse d’ADN
pour remplir la brèche.
Par ailleurs, pol β interagit avec la protéine chaperone XRCC1, qui elle-même
interagit avec l’ADN ligase III [326, 336–338]. XRCC1 pourrait diriger le BER vers la
voie courte et éviter le déplacement de brin. L’interaction de pol β avec PCNA, qui
interagit avec FEN1 active la voie brèche longue [330]. L’interaction avec APE1 active
l’activité dRP lyase [339]. La protéine p53 semble également importante puisqu’elle
stimule le BER in vitro et que sa présence est corrélée à l’activité du BER dans les
cellules [340, 341], par une interaction avec APE1 et pol β, ce qui permettrait le recru-
tement de pol β au niveau du site abasique [342].
Son interaction avec les protéines PARP (poly(ADB-ribose) polymérase 1) et
XRCC1 implique également pol β dans la réparation des cassures simple brin [343].
L’intervention d’une polynucléotide kinase permet la phosphorylation de l’extrémité 5’-
OH d’une brèche d’un nucléotide pour obtenir un substrat efficacement réparé par pol
β et la ligase I [344]. Par ailleurs, d’autres études suggèrent un rôle pour pol β dans la
recombinaison méiotique, en raison de son haut niveau d’expression dans les testicules
de rat et de sa présence sur les axes des complexes synaptonémaux pendant la prophase
de la méiose [345].
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3.2.2 Synthèse translésionnelle
Par ailleurs, des expériences in vitro ont montré que pol β est capable d’effec-
tuer de la synthèse translésionnelle, notamment face aux adduits Pt-d(GpG) créés par
l’action du cisplatine sur deux guanines adjacentes [346, 347], mutagène dans 42% des
cas, et par l’oxaliplatine, encore plus efficacement que le cisplatine [348]. Les lésions O-
méthylguanine peuvent également être répliquées si elles sont situées dans une brèche
de quelques nucléotides, ainsi que les lésions N-guanin-8-yl-acetyl-2-aminofluorène, les
lésions thymine glycol, les résidus urée, certains diastéréoisomères du benzo[a]pyrène-
7,8-dihydrodiol 9,10-epoxide et le propanodeoxyguanosine [349–353] ou les lésions pro-
voquées par le peroxyde d’hydrogène [354], les radiations ionisantes [355] et les UV,
comme les dimères de cyclobutane pyrimidine [356]. De plus, cette synthèse translésion-
nelle étant mutagène, pol β potentialise l’effet mutagène de ces agents.
La surexpression de pol β conduit également à une augmentation de la sur-
vie après traitement des cellules par des agents comme le cisplatine, le melphalan et
la méchloréthamine, accompagnée d’une forte augmentation de mutations [357]. Cette
observation peut s’expliquer par la capacité de TLS mutagène de pol β face aux lé-
sions platine. Par contre, les dommages créés par les radiations ionisantes et les stress
oxydatifs sont plus toxiques pour ces cellules [354,355]. La sensibilité aux radiations io-
nisantes a été exliquée par une interaction de pol β avec TRF2 et un dysfonctionnement
du maintien de l’intégrité des télomères, conduisant à de l’instabilité génétique [358].
Le franchissement du cisplatine est facilité lorsque pol β réalise une synthèse
processive pour le remplissage d’une brèche de 1 à 6 nucléotides médié par PCNA. Par
contre, il est plus mutagène lors d’une synthèse distributive. Pol β incorpore préféren-
tiellement une thymine en face de la lésion. Elle peut également incorporer une cytosine
en face d’une 8-oxoguanine. Par contre, le franchissement de cette lésion induit une
réplication mutagène dans son voisinage [359, 360]. Pour favoriser le franchissement du
site abasique, pol β réalise un déplacement de la matrice afin d’incorporer un nucléotide
complémentaire de la base située en 5’ de la lésion, ce qui peut conduire à la délétion
d’un nucléotide s’il n’y a pas réalignement de la matrice [361].
3.2.3 Fidélité de pol beta
Comme indiqué précédemment, in vitro, pol β commet beaucoup d’erreurs, puis-
qu’elle incorpore environ un nucléotide incorrect pour 5000 bases répliquées. Plus l’ADN
qu’elle doit synthétiser est long, plus son taux d’erreurs est élevé [362]. Des explications
ont déjà été données, notamment l’absence d’activité 3’-5’ exonucléase et sa distribu-
tivité puisque les erreurs commises sont davantage des délétions que des substitutions.
Cependant, pol β présente également une faible capacité à discriminer les nucléotides
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de leurs analogues, expliquant également son taux important de mutations. En particu-
lier, elle incorpore aussi efficacement le dCTP que le ddCTP (didésoxyribocytosine-
triphosphate), qui est un terminateur de chaîne et donc un inhibiteur de la répli-
cation [363]. La surexpression de pol β est d’ailleurs associée à une sensibilisation
des cellules au 2’-3’ déoxycytidine [364, 365]. Pol β peut également incorporer la 6-
thioguanine [366], le 8-oxoguanine et le 8-NH2-dGTP, même en face d’une adénine,
ce qui est d’autant plus mutagène [367]. Pol β incorpore également des agents géno-
toxiques, comme le 6-thioguanine [368], ainsi que des ribonucléotides [366].
Pourtant, pol β réalise une synthèse fidèle lors de la réparation par BER, permet-
tant dans ce cadre-là, une réparation efficace et non mutagène des dommages. En effet,
des études in vitro ont montré que lors du remplissage d’une brèche de 1 à 6 nucléotides,
pol β réalisait une synthèse fidèle. Le caractère fautif de pol β se révèle lorsqu’elle est
recrutée pour des mécanismes dont elle n’est pas spécifique. Notons d’autre part que, si
la fréquence de substitutions est d’environ 10−4 lors du remplissage d’une brèche de 5
à 6 nucléotides, la synthèse d’une brèche d’un seul nucléotide est 500 à 10000 fois plus
efficace et 10 à 100 fois plus fidèle [362,369,370].
3.3 Aspects structuraux et mécanistiques
Deux domaines structuraux constituent pol β. La résolution par cristallographie
des rayons X de pol β seule et en complexe avec un ADN contenant une brèche, une
lésion 8-oxo-deoxyguanine ou un mésappariement et éventuellement un dNTP entrant
(codes PDB respectifs : 1BPB, 1BPZ/1BPY (avec ddCTP), 1MQ2/1MQ3, 1TV9/1TVA
/1ZJM/1ZJN), a permis de comprendre au niveau moléculaire le rôle de pol β dans le
BER (pour une revue, voir [371]). Le domaine N-terminal de 8 kDa possède une ac-
tivité dRP lyase (désoxyribose-phosphodiestérase) et est responsable de la fixation de
l’ADN simple brin. La liaison de l’ADN simple brin est indispensable à l’activité de
polymérisation de l’ADN portée par le domaine C-terminal de 31 kDa [372, 373]. Ces
deux domaines sont reliés par une région sensible aux protéases, au niveau de Lys87 (cf
Fig. n◦30).
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Fig. 30 – Structure tridimensionnelle de pol β en complexe avec l’ADN. Le domaine de 8 kDa est
représenté en magenta. Les trois sous-domaines du 31 kDa sont en jaune, ocre et orange, et représentent
le pouce pour la liaison de l’ADN double brin, la paume pour la polymérisation et le doigt pour la
sélection du dNTP. L’ADN double brin présentant une brèche d’un nucléotide est en bleu [374].
3.3.1 Le domaine de 31 kDa lie l’ADN double brin et contient le site cata-
lytique
Le domaine de 31 kDa est capable de lier l’ADN double brin, mais pas le simple
brin. Il est composé de trois sous-domaines en forme de paume, pouce et doigts d’une
main gauche, responsables respectivement de l’activité catalytique, de la liaison à l’ADN
double brin et de la sélection du dNTP à incorporer. Ce dernier domaine comporte une
hélice α qui se repositionne pour donner à l’enzyme une conformation dite “fermée” sur
le nucléotide entrant, dans le cas où l’appariement de Watson et Crick est respecté [374].
Des mouvements de l’ADN participent également à ces ajustements conformationnels.
Des liaisons hydrogènes entre les atomes O2 des pyrimidines et N3 des purines du petit
sillon de l’ADN et du dNTP entrant et les résidus Tyr271, Asn279 et Arg 283 sont
observées dans la conformation “fermée”, mais dans la conformation “ouverte” seule une
liaison hydrogène entre Tyr271 et la base orpheline de la matrice d’ADN a pu être ob-
servée. La mutation de ces trois résidus réduit considérablement la sélectivité de pol β
et son efficacité de polymérisation [375].
Le domaine de liaison à l’ADN double brin comporte un motif hélice-boucle-
hélice (motif HhH) entre les résidus 92 et 118, motif connu pour reconnaître l’ADN de
façon non-spécifique de la séquence [376]. Les résidus Asp190, Asp192 et Asp256 de la
paume lient un ion Mg2+, qui coordonne la liaison phosphodiester entre le triphosphate
du nucléoside entrant et l’extrémité 3’OH de l’amorce [279]. L’attaque nucléophile du
104
Système d’étude 3. L’ADN polymérase beta
phosphate α du dNTP par l’atome d’oxygène en 3’OH de la base activé par l’ion Mg2+
est possible par une baisse du pKa du 3’OH. Le second ion métallique coordonne le
groupement triphosphate, participe au relargage du pyrophosphate inorganique et fa-
vorise la liaison du dNTP entrant. La nature de l’ion n’est pas résolue, ce peut être
un ion Mg2+ ou Na+. Dans le cas où un dNTP incorrect se trouve dans le site cata-
lytique, pol β adopte une conformation qui se situe entre les conformations ouverte et
fermée et qui ne lui permet pas d’établir autant de liaisons hydrogène avec l’ADN que
la conformation fermée. Cette conformation autorise un éloignement entre l’ADN et le
domaine catalytique, limitant la possibilité d’incorporation du nucléotide entrant, qui,
lui, conserve son interaction avec l’enzyme. Dans le cas de l’extension d’un mésappa-
riement, l’affinité pour l’ADN est conservée, mais l’affinité pour le nucléotide entrant,
même correct, diminue. Face à une base endommagée, pol β peut utiliser la base sui-
vante comme matrice et induire des délétions d’un nucléotide [353].
Le mouvement du domaine de sélection du dNTP pourrait être couplé à l’acti-
vité catalytique. En effet, le mouvement de ce domaine permet à Phe272, toujours en
interaction avec Tyr271 par des liaisons hydrogène, de se placer entre les chaînes laté-
rales de Asp192 et Arg258 et de coordonner les ions métalliques, favorisant la liaison
du substrat et la polymérisation.
Par ailleurs, la mutagénèse dirigée de certains résidus a révélé leur rôle dans la
fidélité de la synthèse d’ADN par pol β. Par exemple, la mutation de Tyr265 provoque
des substitutions de bases, des glissements de la matrice d’ADN, altère l’efficacité de la
catalyse et la possibilité d’étendre un mésappariement, chacune d’un facteur 10 [377].
Les mutants peuvent altérer la fidélité par différents mécanismes. L’un d’eux est la possi-
bilité d’insérer plus facilement un nucléotide incorrect, comme le mutant Asp246Val. Un
autre est la capacité à étendre plus facilement les mésappariements, comme Glu249Lys.
Par cette méthode, Lys280 a été montrée essentielle dans l’efficacité catalytique, en
stabilisant les purines de la matrice d’ADN par des interactions de Van der Waals.
Bien d’autres travaux de mutagénèse dirigée ont été menés sur pol β, mais lors de mes
travaux de thèse je me suis plus particulièrement intéressée au domaine de 8 kDa.
3.3.2 Le domaine de 8 kDa permet la fixation de l’ADN simple brin et
l’activité dRP lyase
Le domaine de 8 kDa est situé en position N-terminale, des résidus 1 à 87. Il est
replié en 4 hélices α, regroupées en deux paires anti-parallèles. L’hélice 1 (de Gly13 à
Val29) et l’hélice 2 (de Ile33 à Lys48) sont reliées par une boucle Ω de 4 acides aminés.
L’hélice 3 (de Ser55 à Lys61) est reliée à l’hélice 4 (de Thr67 à Thr79) par un motif
hélice-boucle-hélice. Ce motif HhH situé au niveau des résidus 55 à 79 permet, avant
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la reconnaissance de l’ADN double brin par le 31 kDa, la reconnaissance de façon non
séquence-spécifique de l’ADN simple brin [378] et fait intervenir un ion métallique mo-
novalent. La fixation de l’ADN simple brin par le domaine de 8 kDa est suivie d’un
mouvement du domaine de 8 kDa vers le domaine de 31 kDa, qui est nécessaire à la
fixation de l’ADN double brin par le domaine de 31 kDa.
Le domaine de 8 kDa est responsable de l’activité 5’-dRP lyase. L’élimination
du groupement 5’-dRP est réalisée par β-élimination, grâce à Lys72, qui permet la for-
mation de l’intermédiaire de la base de Schiff covalent entre l’enzyme et le groupement
dRP. La mutagénèse dirigée de Lys72 confirme son rôle essentiel dans l’activité dRP
lyase [379]. L’activité dRP lyase constitue l’étape limitante du BER brèche courte. De
plus, elle protège la cellule de la cytotoxicité induite par les agents alkylants et oriente
la voie BER [332]. Elle est d’ailleurs essentielle à la réparation du MMS. Le domaine de
8 kDa initie donc l’activité BER [380].
La structure du domaine de 8 kDa a été également résolue par RMN (codes
PDB : 1BNO, 1DK3) [381–383]. Les derniers résidus du domaine de 8 kDa seul en
solution (de Thr79 à Lys87) ne présentent pas de structure secondaire, alors qu’ils ap-
partiennent à une hélice α dans la protéine entière (de Arg83 à Gln90). Le site de liaison
de l’ADN simple brin déterminé par cartographie de déplacements chimiques inclut ce-
lui de l’activité dRP lyase. La boucle Ω, qui connecte les deux premières hélices en
N-terminal entre elles, présente une grande mobilité à l’échelle de la milliseconde, ce qui
lui permet de se rapprocher du substrat. La lysine 35 joue également un rôle important,
à la fois dans la liaison de l’ADN simple et dans la reconnaissance du groupement 5’-
phosphate.
Les résidus Glu26, Ser30, His34, Lys35, Tyr39, Lys68, Lys72 et Lys84 forment
le site actif de l’activité lyase, ce qui a été confirmé par mutagénèse dirigée (cf Fig.
n◦31) [384]. Le modèle proposé pour l’activité dRP lyase inclut la rotation de 120◦ du
ribose flexible pour amener l’atome O4’ à quelques angströms de l’atome NZ de Lys72
et induire sa déprotonation. Lys72, déprotonée, se retrouve alors dans la position opti-
male pour réaliser l’attaque nucléophile de l’atome C1’ du sucre. La tyrosine 39 permet
de maintenir cette position par des liaisons hydrogène avec Lys72. Lys84 pourrait rem-
placer Lys72 au besoin. Après la formation de la base de Schiff, la β-élimination est
déclenchée et catalysée par l’élimination du proton de l’atome C2’ du substrat et per-
met la coupure de la liaison phosphodiester C3’-O. L’imine en C1’ abaisse le pKa de
C2’, ce qui facilite l’élimination de son proton. De plus, bien qu’éloignés, il a été suggéré
que les résidus basiques Glu26 et Glu71 facilitent également l’élimination du proton en
C2’. La dernière étape consiste en l’hydrolyse du complexe dRP-base de Schiff pour
permettre le relargage du groupement dRP.
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Fig. 31 – Le domaine de 8 kDa de pol β. Les chaînes latérales des principaux acides aminés impliqués
dans l’activité dRP lyase sont représentées. Le 5’-nucléotide est représenté en orange.
Le domaine de 8 kDa de pol β joue un rôle essentiel dans le BER in vivo et dans
la protection des cellules face aux agents méthylants. Ce point est attesté par le fait que
l’hypersensibilité de cellules déficientes en pol β au MMS est inversée par l’expression
du domaine de 8 kDa dans ces cellules [385].
4. Pol β et les pathologies
4.1 Pol β et le cancer
Aucune maladie génétique humaine n’a pour l’instant pu être associée à un
défaut du BER [386]. Ceci peut être expliqué par une létalité embryonnaire, une re-
dondance fonctionnelle ou par le fait qu’une accumulation de dommages réparés par
BER peut être tolérée par la cellule sans conséquence physiologique [387]. Cependant,
l’expression de variants identifiée dans des tumeurs suggère un lien possible entre un
défaut de BER et la cancérogénèse [386].
4.1.1 Dérégulation de l’expression de pol β dans certains tissus cancéreux
Comme nous l’avons déjà vu, la sous-expression de pol β n’entraîne pas d’aug-
mentation de la mutagénèse spontanée, mais sensibilise ces cellules à la mutagénèse
induite par le MMS [388]. Ces résultats montrent que pol β peut être remplacée pour la
réparation fidèle des dommages endogènes, mais pas de ceux induits par le MMS. Par
ailleurs, ce défaut d’expression ne sensibilise pas la cellule aux dommages pour lesquels
pol β n’est pas spécialisée. Par contre, une hypersensibilité à différents agents muta-
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gènes provoquant des lésions réparées par BER a été mise en évidence [389,390].
Il a été montré que pol β pouvait être mutagène lorsqu’elle n’effectuait pas le
BER. Une dérégulation de son expression pourrait donc être délétère pour le génome.
L’expression de pol β est d’ailleurs normalement finement régulée à un taux faible et
constant au cours du cycle cellulaire.
Des lignées tumorales du sein présentent un taux de surexpression de 4 à 28 fois
supérieur à celui du tissu normal. Ce taux est de 11 à 24 fois pour des tumeurs du colon,
et de 1 à 11 fois pour des adénocarcinomes de la prostate [391]. De même, l’expression
de pol β est anormalement élevée dans certaines lignées tumorales ovariennes [392] ou
issues de Leucémie Myéloïde Chronique (LMC) [393]. Un excès de pol β est observé
dans des biopsies cancéreuses du sein, du colon, et de façon croissante dans différents
stades d’évolution du cancer gastrique [391,394]. Une étude récente sur de nombreuses
lignées tumorales révèle que pol β est fréquemment sous-exprimée (utérus, glande sur-
rénale, pancréas, rein, prostate) et surexprimée (sein, colon, peau, vessie, ilium) [301].
Ces observations suggèrent qu’un excès de pol β pourrait conduire à une in-
stabilité génétique, à l’acquisition d’un phénotype mutateur et donc participer à la
tumorigénèse. En effet, notre équipe a montré que la surexpression de pol β dans des
cellules ovariennes de hamster chinois (CHO) provoque une augmentation de la fré-
quence de mutations et induit une instabilité génétique [357] et de l’aneuploïdie [395].
La surexpression de pol β peut aussi être à l’origine de son implication dans des
mécanismes qui ne lui sont pas propres comme le NER, la réplication mutagène du brin
discontinu et la recombinaison [392, 396, 397]. Connaissant les propriétés d’infidélité de
pol β lors de la synthèse d’un ADN sur une matrice simple brin, son intervention dans
ces mécanismes qui ne lui sont pas propres induit très probablement des conséquences
mutagènes.
De plus, pol β pourrait séquestrer p53, TRF2 et XRCC1 en interagissant avec
eux, les détournant de leurs fonctions biologiques, la maintenance de la stabilité géno-
mique en favorisant l’arrêt du cycle cellulaire en réponse à l’accumulation de dommages
à l’ADN, la maintenance des télomères et l’efficacité du BER, respectivement [398].
4.1.2 Les variants de pol beta
Des mutations du gène et des variants d’épissage ont été identifiés dans environ
30% des cancers étudiés, essentiellement colon, prostate, estomac, sein, vessie, œsophage
et poumon [394,398–402]. Trois variants transcriptionnels principaux ont été identifiés.
Le premier correspond à une délétion des 87 bases de l’exon 11 et a été associé aux
cancers du colon, de la prostate, du testicule, du sein et du poumon [399,400,403–407].
Le second contient 105 bases supplémentaires entre les exons 6 et 7 et a été observé dans
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les cancers du poumon, du cerveau et du colon [403,406,408]. Le dernier, essentiellement
retrouvé dans le syndrome de Werner, correspond à la délétion des 58 bases de l’exon
2, assortie d’un changement du cadre de lecture, ce qui donne une forme tronquée de
26 acides aminés de la protéine [318,403]. Les taux de surexpression varient de faible à
très fort et ne sont pas observés dans tous les tissus tumoraux analysés. Dans la grande
majorité des cas, la comparaison à un tissu sain adjacent à la tumeur révéle un taux
nettement plus élevé dans le cas où le tissu sain exprime également le variant. Ceci
suggère que l’expression d’une forme variante de pol β est plus finement régulée dans
les cellules somatiques que dans les cellules tumorales.
L’étude du transcrit portant la délétion de 87 bases a révélé qu’il agit comme un
dominant négatif. Sa capacité à se lier à XRCC1 lui permet d’entrer en compétition avec
la forme normale de pol β pour la liaison à l’ADN, mais il ne peut réaliser le BER. Ces
cellules sont plus sensibles au traitement par le N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine,
dont les lésions sont réparées par BER. L’expression de ce transcrit conduit donc à un
défaut de réparation et à une augmentation du taux de mutations, ce qui peut induire
un phénotype mutateur [405,409].
Par ailleurs, des mutations ponctuelles ont été observées et sont exclusivement
associées au tissu tumoral [399, 400, 402, 410, 411]. Certaines d’entre elles provoquent
un changement du cadre de lecture et l’insertion prématurée d’un codon stop. D’autres
modifient la séquence en acides aminés. Ces mutations sont toujours hétérozygotes, la
protéine sauvage est donc toujours exprimée avec ces protéines tronquées ou de séquence
différente. Certains variants s’avèrent plus mutagènes que la protéine sauvage, comme
le variant Lys289Met observé dans le cancer colorectal [412]. De nombreuses mutations
ponctuelles ont été observées au niveau du cancer gastrique, comme le variant Leu22Pro,
qui induit une courbure d’une hélice du domaine de 8 kDa et ralentit l’activité dRP
lyase [413], ou les variants Tyr39Cys, Asp160Asn, Cys239Arg, Asn294Asp, Gln295Lys,
qui inhibent in vitro l’activité BER [411].
4.1.3 Pol β effectue la synthèse translésionnelle d’agents antitumoraux
Nous avons vu précédemment que l’excès de pol β augmente son activité de
synthèse translésionnelle, notamment de certaines drogues utilisées en chimiothérapie,
comme le cisplatine [346, 357], et l’oxaliplatine [348]. De plus, tout en réduisant l’effet
de ces drogues, cette synthèse translésionnelle mutagène par pol β potentialise leur effet
mutagène.
La surexpression de pol β conduit également à une augmentation de la sur-
vie après traitement des cellules par des agents comme le cisplatine, le melphalan
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et la méchloréthamine, accompagnée d’une forte augmentation de mutations [357].
Des lignées tumorales de la vessie surexprimant pol β présentent une résistance à la
mitomycine-C [414], des lignées de gliomes sont résistantes à l’ACNU (1-(4-amino-2-
metyle-5-pyrimidinyl)-methyl-3-(2-chloroethyl)-3-nitrosourée) et une xenogreffe de sar-
come est résistante à plusieurs agents bifonctionnels pontants [415]. Il peut être en-
visagé que l’expression de pol β soit induite par ces agents antitumoraux pour aug-
menter la réparation des lésions qu’elles produisent. La résistance au cisplatine, quant
à elle, proviendrait de la capacité de pol β à franchir les lésions non réparées du cis-
platine [368]. D’ailleurs, plusieurs lignées tumorales, comme des gliomes malins ou des
cancers du testicule, résistent à l’action du cisplatine et présentent une surexpression
de pol β [368,416–418].
4.2 Pol β et les maladies neuro-dégénératives
Le vieillissement du système nerveux central provoque souvent un déclin des
facultés cognitives et constitue un risque majeur dans de nombreuses maladies neuro-
dégénératives, comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de Creutzfeldt-Jakob, la ma-
ladie de Parkinson ou les ataxies cérébelleuses. Les bases moléculaires transformant un
cerveau au vieillissement normal en un cerveau atteint d’une maladie neuro-dégénérative
ne sont pas encore connues. De façon non exhaustive, voici quelques données qui laissent
à penser que pol β a un rôle dans ce processus.
Les syndromes XPV et de Cockayne, associés à des défauts du NER et du BER,
sont caractérisés par un vieillissement prématuré, dont la neuro-dégénération et le retard
mental font partie [419]. Les neurones sont des cellules dont l’activité métabolique est
intense. Le métabolisme de la mitochondrie notamment induit la formation d’espèces
oxygénées hautement réactives, qui provoquent de nombreux dommages oxydatifs de
l’ADN. Ces dommages sont normalement réparés par le BER. Or, plusieurs études ré-
vélent un défaut de BER associé à l’âge [420]. Ainsi, l’accumulation des dommages
oxydatifs serait impliquée dans la neuro-dégénération [421]. De plus, certaines régions
du génome, impliquées dans la plasticité synaptique par exemple, sont particulièrement
vulnérables aux stress oxydatifs [422]. La répression de leur réplication peut induire
l’activation de l’apoptose, et donc le déclin cérébral (cf Fig. n◦32).
Ainsi, la persistance de dommages non réparés sur l’ADN en raison d’un défaut
de BER serait responsable du vieillissement des neurones et impliquée dans la neuro-
dégénération.
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Fig. 32 – Les dommages oxydatifs présents sur l’ADN pourraient provenir du métabolisme de la mi-
tochondrie vieillissante. Dans le cerveau adulte jeune, ces dommages sont réparés efficacement, mais pas
dans le cerveau âgé. Dans le cadre du vieillissement normal, ces dommages peuvent inhiber l’expression
de certains gènes impliqués dans la plasticité synaptique, les fonctions mitochondriales ou le transport
vésiculaire et contribuer à un déclin des capacités cognitives. Lors de maladies neuro-dégénératives, ces
dommages compromettent la survie des neurones [423].
Dans le système nerveux central, l’analyse des niveaux d’expression des glycosy-
lases impliquées dans le BER a montré une expression faible, alors que l’expression de
APE1, pol β et XRCC1 est plus élevée [424]. Une autre revue révèle que dans le cortex
préfrontal humain, l’expression des gènes impliqués dans la réponse aux stress, dans la
réparation de l’ADN, dans la réponse inflammatoire, dans l’homéostasie ou relatifs à la
myéline est induite, ce qui pourrait résulter de la sous-expression des gènes impliqués
dans la plasticité synaptique, le transport vésiculaire et le fonctionnement de la mito-
chondrie [423]. Si le BER fait défaut alors que pol β est plus exprimée que dans d’autres
tissus, il peut être suggéré que pol β intervient dans un autre processus cellulaire.
Par ailleurs, dans le cas de la maladie d’Alzheimer, des études ont mis en cause
une réactivation aberrante du cycle cellulaire, notamment l’entrée en phase S, dans
la neuro-dégénération, suite à l’observation que les neurones qui reprennent leur cycle
cellulaire ne se divisent pas, mais meurent d’apoptose [425]. La réplication de l’ADN
s’est révélée nécessaire à l’apoptose des neurones exposés au peptide amyloide β. Or, il
a été montré qu’il n’y avait pas expression de pol α, et que son rôle de primase dans
la réplication de l’ADN était assumé par pol β, qui est alors surexprimée [426]. Ainsi,
pol β serait présente à la fourche de réplication pour la réplication de l’ADN avant pol
δ [427]. Ce processus anormal de réplication induit un signal d’apoptose d’une façon qui
n’est pas encore élucidée. Il est possible que l’interaction de pol β avec p53 permette
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d’activer le signal de l’apoptose dans les neurones contenant le peptide amyloide β [428].
Ces études montrent que pol β pourrait être une cause de la mort neuronale chez
les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. D’ailleurs, l’utilisation d’un siRNA di-
rigé contre pol β et de la didéoxycytidine, un inhibiteur de la synthèse d’ADN incorporé
par pol β, permet de diminuer l’apoptose de ces neurones [426]. Pol β pourrait donc
être une cible pharmacologique de certaines maladies neuro-dégénératives, notamment
de la maladie d’Alzheimer.
5. Pol beta, une cible pharmacologique ?
5.1 Les modèles d’étude
Les souris KO pour pol β ne sont viables que jusqu’au jour 18,5 post-coitum. En
effet, ces souris meurent d’insuffisance respiratoire au moment de leur naissance [429]. Le
gène POLB apparaît donc essentiel pour le développement complet de l’embryon murin.
Des études histologiques indiquent un défaut de neurogénèse caractérisé par une mort
apoptotique importante des cellules neuronales post-mitotiques, au niveau des systèmes
nerveux central et périphérique en cours de développement. Cela pourrait résulter d’un
défaut de réparation des cassures simple brin persistant après la mitose ou de l’absence
de recombinaison nécessaire à la différentiation neuronale, où pol β pourrait être impli-
quée [430]. En effet, dans ce cas, la recombinaison est initiée par une cassure double brin
et complétée par la synthèse de petites brèches d’ADN aux extrémités qui sont ensuite
refermées. Pol β jouerait donc un rôle dans des processus de recombinaison spécifique
de certains tissus.
La greffe de cellules CHO surexprimant pol β sur des souris immunodéficientes
augmente la fréquence d’apparition de tumeurs, dans 72 % des cas contre 23 % chez
les souris contrôle, impliquant la surexpression de pol β dans la tumorigénèse et la pro-
gression tumorale [395]. L’accumulation de mutations et d’altérations chromosomiques
résultant de la surexpression de pol β participent également à une accélération de la pro-
gression tumorale [365]. Certains variants de pol β observés dans les cancers présentent
des propriétés biochimiques et leur expression favorise également l’instabilité génétique.
De plus, cette surexpression de pol β permet à l’enzyme d’intervenir de façon mutagène
dans des processus comme la réplication d’ADN non endommagé ou le NER et de sé-
questrer des protéines nécessaires au maintien de l’intégrité du génome dans les cellules
tumorales. Dans les neurones de patients atteints de maladies neuro-dégénératives, sa
surexpression lui permet d’effectuer de la synthèse d’ADN non endommagée et pourrait
être à l’origine de la mort neuronale, et du déclin cognitif.
De plus, la diminution de la sensibilité aux traitements anti-cancéreux due à une
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augmentation de l’activité TLS de pol β permet d’envisager l’utilisation d’inhibiteurs de
pol β comme adjuvant thérapeutique à ces agents anti-cancéreux, comme le cisplatine
auquel plusieurs tumeurs présentent une résistance, comme les cancers de la tête et du
cou, de la vessie, de l’œsophage et du poumon.
En conclusion, pol β est un facteur pronostic d’instabilité génétique et un fac-
teur de résistance aux traitements antitumoraux. Des inhibiteurs de pol β pourraient
être utilisés comme agents chimiothérapeutiques sur des cancers résistants au cisplatine
par exemple, et pourraient limiter la progression tumorale de cancers présentant une
surexpression de pol β.
L’utilisation de ces molécules sur des souris nude développant des tumeurs suite
à la xenogreffe de cellules surexprimant pol β permettrait de valider leur intérêt phar-
macologique. Des modèles cellulaires de surexpression de pol β existent également. Au
laboratoire, nous disposons de la lignée SKOV-3, dérivée d’adénocarcinomes ovariens et
surexprimant pol β [396]. Des modèles de sous-expression sont également accessibles,
comme les MEF (Mouse Embryonic Fibroblast) ou les cellules HeLa. Pour les MEF, la
sous-expression de pol β résulte de l’utilisation du système thermoinductible Cre/Lox,
alors que pour les cellules HeLa, elle est obtenue grâce à la transfection d’un vecteur
shRNA contre l’ARNm de pol β.
De façon intéressante, l’utilisation de siRNA contre pol β sur les lignées SKOV-3
et HeLa surexprimant pol β a permis de rétablir la sensibilité de ces cellules aux trai-
tements cisplatine et 5-FU (5-fluoro-uracile), deux traitements très largement utilisés
dans la lutte anti-tumorale [301].
5.2 Les inhibiteurs connus de pol β
Pol β dérégulée étant donc suspectée d’avoir un rôle dans la tumorigénèse, la
progression tumorale, la résistance aux chimiothérapies et aux irradiations, et dans cer-
taines maladies neurodégénatives, la recherche d’inhibiteurs de pol β est devenue très
active depuis une dizaine d’années [431–473]. Un tableau récapitulatif des inhibiteurs
connus de pol β se trouve en annexe.
La grande majorité de ces molécules a été découverte par la purification de
produits naturels, principalement extraits de plantes, guidée par l’activité biologique,
c’est-à-dire par l’inhibition de l’activité dRP lyase de pol β [432,434,436–447,450,451,
453–464,466–469,471–473]. Certaines de ces molécules ont été décrites comme ayant un
mode de liaison compétitif avec le substrat de pol β seulement, et d’autres avec le sub-
strat et la matrice d’ADN. Des analyses complémentaires ont révélé qu’une partie de ces
molécules était capable de potentialiser l’effet de la bléomycine, un agent anti-tumoral,
sur des lignées cancéreuses [442,446,447,451,452,456,466,467,469], l’effet du cisplatine
113
5. Pol beta, une cible pharmacologique ? Système d’étude
sur des lignées cancéreuses surexprimant pol β et résistantes au cisplatine [468] ou l’effet
du MMS sur des fibroblastes murins [138,465,468].
Certaines classes chimiques de molécules sont très représentées, notamment les
triterpènes, les stérols et les lipides. Il n’est pas surprenant de trouver de nombreux
tripernènes, dans la mesure où ils sont très représentés dans le monde végétal. Il faut
également noter que nombre de ces molécules inhibent aussi bien, sinon mieux, l’ADN
polymérase α. Les ADN polymérases δ, γ, , λ et TdT sont également inhibées par
certains de ces inhibiteurs de pol β. Dans ces conditions, il est souvent difficile de dis-
cuter du pouvoir potentialisateur des agents anti-tumoraux de ces molécules. Parmi les
inhibiteurs non spécifiques de pol β, citons l’acide linoléïque (IC50 de 45 µM) [449],
l’acide nervonique (IC50 de 5 µM) [432], l’acide lithocholique (IC50 de 10 µM) [438],
l’acide tormentique (IC50 de 46 µM) [451], l’acide euscaphique (IC50 de 108 µM) [451],
l’acide fomitellique (IC50 de 150 µM) [436], la 5’-monophosphate-bredinine, immuno-
suppresseur utilisé au Japon [433, 435], le 1,4-dideoxy-1,4-imino-D-ribitol (IC50 de 28
µM) [457], l’acide kohamaique (IC50 de 8.4 µM) [456], l’acide (24E)-3β-hydroxy-7,24-
euphadiene-26-oique (IC50 de 23 µM) [447], la sculezonone-A (IC50 de 17 µM) [453] et
la sculezonone-B (IC50 de 90 µM) [453].
Peu d’études structurales ont été menées sur l’interaction de pol β avec ses in-
hibiteurs. Des expériences de gel retard ont permis d’établir dans plusieurs cas que les
inhibiteurs se liaient au domaine de 8 kDa [432, 433, 435, 436, 470]. Les études SAR
concernant les sulfoquinovosyl-monoacylglycerols (SQMG), dont l’affinité varie de 8.5
à 36 µM, utilisent la RMN pour cartographier le site de fixation de ces longues molé-
cules. Glu26, Lys35, Gly66 et Ala70 appartiennent au site de liaison, ce que les auteurs
confirment ensuite par mutagénèse dirigée. Ils montrent également que plus la chaîne
d’acide gras est longue, meilleure est l’affinité et que la présence d’une double liaison
sur la chaîne d’acide gras accroît l’affinité pour pol β et décroît celle pour pol α, mais
la molécule reste plus affine pour pol α [449, 470]. Deux études par modélisation sont
également à noter. La première concerne le solanapyrone A, d’IC50 30 µM pour pol
β et 37 µM pour pol λ, mais qui n’inhibe pas les ADN polymérases réplicatives. La
modélisation a révélé un site composé de résidus principalement hydrophobes, Ile53,
Gly56, Ala59, Lys60, Ala70 et Ile73. Ainsi, seule Lys60 appartient au site de liaison
de l’ADN simple brin, la molécule se placerait en dehors de ce site [450]. La seconde
étude concerne l’acide masticadiènonique, découvert dans notre équipe en collaboration
avec les laboratoires Pierre Fabre (www.pierre-fabre.com) par criblage haut débit d’une
banque d’environ 8000 extraits végétaux, d’IC50 8 µM, et a identifié comme site de
liaison le site même de liaison de l’ADN simple brin, avec les lysines 35, 60 et 68 [468].
Le site de fixation de quatre autres inhibiteurs se fixant sur le domaine de 8 kDa, l’acide
koetjapique, découvert en 1999 [445], de l’acide glycyrrhizique, du carbexonolone et de
114
Système d’étude 5. Pol beta, une cible pharmacologique ?
l’acide pamoique, a été déterminé par RMN. Les résidus Gly66 et Ile69 sont impliqués
dans la fixation de ces quatre molécules [465]. L’effet potentialisateur du MMS étaient,
de 2, 1.3 et 8.7 pour l’acide glycyrrhizique, le carbexonolone et l’acide pamoique, res-
pectivement. Seul l’acide pamoique a été considéré comme un inhibiteur efficace. Il
est intéressant de remarquer que la plupart de ces molécules combinent des noyaux
aromatiques ou d’autres groupements hydrophobes avec un ou plusieurs groupements
carboxyliques. Dans certains cas, ces derniers ont été montrés nécessaires à l’activité
de la molécule [445]. Probablement, ces groupements chargés négativement permettent,
dans une certaine mesure, de mimer l’ADN chargé également négativement.
L’α-rubromycine présente la meilleure affinité pour pol β avec un IC50 de 0.17
µM, mais cette molécule inhibe également pol α avec un Ki de 0.66 µM, ainsi que TdT
et la reverse transcriptase du VIH. Elle se lie au site catalytique de pol β, et pas au
domaine de 8 kDa [448]. La prunasine est une molécule intéressante pour sa spécificité,
mais présente une affinité moyenne (IC50 de 93 µM) [443].
Le bilan des nombreuses molécules connues inhibitrices de l’activité de pol β ré-
vèle qu’aucune d’entre elles ne présente une affinité suffisante pour connaître un avenir
pharmacologique.
5.3 “Druggability” de pol beta
De nombreux éléments attestent que pol β joue un rôle dans la pathologie tu-
morale et dans la résistance aux traitements anti-tumoraux déjà utilisés. La question
de sa “druggability” ou développabilité pour une application thérapeutique est difficile
à résoudre. Quelques éléments tendent à répondre par l’affirmative.
Une protéine “druggable” est définie par sa capacité à lier avec une affinité suf-
fisante une molécule aux propriétés “drug-like”. L’homologie avec des cibles thérapeu-
tiques validées est utilisée pour répondre à cette question. Dans le cas de pol β, on peut
citer la reverse transcriptase, cible thérapeutique validée de l’adefovir pour le traitement
de l’hépatite B.
De plus, pol β est capable de lier des molécules aux caractères “drug-like”,
puisque, parmi ses inhibiteurs connus, on trouve un immunosuppresseur commercial,
la bredinine. Une étude récente révèle également que des médicaments utilisés contre
la démence, et donc dans le traitement de certaines maladies neuro-dégénératives, in-
hibent l’activité dRP lyase de pol β. Il s’agit de la rivastigmine et du piracetam ou
nootropyl [474]. Ces données permettent de considérer pol β comme une cible potentiel-
lement pharmacologique et nous ont encouragés à utiliser de nouvelles approches pour
la recherche de molécules de plus haute affinité pour pol β que celles déjà identifiées.
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Mon projet de thèse s’inscrit dans le cadre d’une collaboration, à l’initiative d’A.
Milon et C. Cazaux, entre deux équipes de l’Institut de Pharmacologie et de Biologie
Structurale : l’équipe “RMN et interactions protéine-membrane” et l’équipe “Instabilité
génétique et cancer”.
1. Pourquoi l’ADN polymérase beta ?
1.1 Le contexte biologique
Comme le montre le chapitre précédent, l’ADN polymérase β a fait l’objet de
nombreuses études. Ces études ont montré que la dérégulation de pol β est associée
à plusieurs tissus cancéreux (sein, colon, poumon, estomac, ovaire, testicule, vessie,
prostate, LMC) [301, 391–394]. L’effet de la surexpression de pol β est une instabilité
génétique accrue, due au fait que pol β peut intervenir de façon mutagène dans des
mécanismes comme la réplication d’ADN non endommagé ou le NER, qui favorise la
progression tumorale [357,392,395–397].
De plus, il a été démontré que la surexpression de pol β permet à la cellule
de s’adapter à des dommages bifonctionnels de l’ADN, comme ceux formés par le cis-
platine. Cet agent anti-tumoral est couramment utilisé seul ou en association dans le
traitement de tumeurs solides de la sphère urogénitale, de la tête et du cou, de la ves-
sie, de l’œsophage et dans les cancers du poumon. L’action anti-tumorale du cisplatine
est due à la formation d’adduits cisplatine sur l’ADN, générant des liaisons covalentes
intra- ou interbrins qui inhibent la réplication de l’ADN tumoral. Pol β est capable de
catalyser spécifiquement ce franchissement au prix d’une incorporation de nucléotides
illégitimes sur le brin complémentaire à la lésion. Ainsi, pol β permet à la cellule de
résister au traitement par le cisplatine par un processus au cours duquel elle provoque
une accumulation de mutations dues à son infidélité. Elle est donc susceptible de jouer
un rôle clé, dans certains cas, dans la chimio-résistance et dans de possibles récidives
(métastases). Un inhibiteur spécifique de pol β permettrait donc de diminuer considé-
rablement le phénomène de résistance aux antitumoraux tels que le cisplatine au cours
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des traitements administrés aux patients et de réduire le risque d’apparition de foyers
secondaires.
Dans le contexte des maladies neuro-dégénératives, la surexpression de pol β
dans les neurones traités par le peptide β-amyloide, principal constituant des plaques
séniles causant la maladie d’Alzheimer, serait à l’origine d’une réplication non conven-
tionnelle de l’ADN associée à un signal d’apoptose, responsable de la neuro-dégénération
[426–428].
En résumé, pol β est une cible pharmacologique de la progression tumorale et de
la résistance aux traitements anti-tumoraux, et peut-être de certaines maladies neuro-
dégénératives. De nombreux inhibiteurs de pol β ont été identifiés lors de criblages de
produits naturels. Toutefois, leur affinité ne dépasse jamais le micromolaire, et aucun
développement pharmacologique n’a été envisagé. Par ailleurs, une molécule inhibant
spécifiquement l’activité de pol β est un outil précieux dans la recherche fondamentale,
pour mieux comprendre ses rôles physiologiques.
1.2 La validation de l’inhibiteur
1.2.1 Validation in vitro
Plusieurs tests enzymatiques permettent de valider l’activité inhibitrice d’une
molécule sur pol β. Le premier est associé à l’activité de reconnaissance de l’ADN par
pol β (simple brin pour le 8 kDa, double brin pour le 31 kDa). L’inhibition peut être
testée par des expériences de gel retard par exemple.
Un second test enzymatique permet de vérifier l’inhibition des activités cataly-
tiques de polymérisation et de dRP lyase de pol β. Il s’agit d’observer par radioactivité
l’extension d’un oligonucléotide contenant une amorce d’ADN ou la réplication d’un
ADN contenant un site abasique unique, c’est-à-dire le substrat BER de pol β.
Enfin, dans le cadre tumoral qui nous intéresse, un autre test concerne l’inhi-
bition de la réplication d’un ADN endommagé par une lésion causée par le ciplatine.
La présence d’un inhibiteur efficace doit bloquer la réplication au niveau du pontage
intrabrin causé par le platine, normalement répliqué par l’activité TLS de pol β.
1.2.2 Validation in vivo
Dans l’équipe, trois modèles cellulaires sont disponibles et permettent de valider
l’effet d’une molécule in vivo :
– MEF / MEF β-/- : les fibroblastes murins KO pour pol β présentent une
hypersensibilité au MMS. La comparaison de l’effet du traitement MMS sur
des cellules MEF β-/- et sur des cellules MEF normales mises en présence de
l’inhibiteur permettra de voir si la présence de l’inhibiteur accroit la sensibilité
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au traitement. En effet, l’inhibiton de pol β devrait impliquer un défaut de
BER, mécanisme responsable de la réparation des lésions causées par le MMS,
et donc une hypersensibilité au traitement [465].
– Hela / shRNA pol β Hela : ces cellules tumorales sont résistantes au cisplatine.
L’inhibition de l’expression de pol β par un siRNA ou shRNA dirigé contre
l’ARNm de pol β permet de retrouver une sensibilité au traitement par le
cisplatine [301]. Si la molécule est efficace sur modèle cellulaire, il est attendu
qu’elle permette, comme le siRNA, de retrouver une sensibilité au traitement.
– SKOV-3 / siRNA pol β SKOV-3 : les SKOV-3 sont issues d’adénocarcinomes
ovariens, surexpriment pol β et résistent au traitement par le cisplatine. Il a
été montré que le siRNA dirigé contre pol β dans ces cellules permettait de
retrouver la sensibilité au cisplatine. De la même façon, il est attendu qu’une
molécule inhibitrice de pol β et efficace sur modèle cellulaire permette de
retrouver cette sensibilité au traitement.
2. Quelle approche pour la découverte de nouveaux inhibi-
teurs ?
Parmi les approches qui existent pour la découverte de nouveaux médicaments,
nous avons choisi de mettre en place l’approche par fragment, qui est la plus récente.
Elle offre la possibilité unique d’explorer plus largement l’espace chimique en criblant
des molécules plus simples appelées fragment. Des techniques de criblage plus adaptées
au criblage de fragments que le HTS ont fait leur apparition, comme la RMN, la spec-
trométrie de masse ou la cristallographie des rayons X. Elles permettent de détecter
des affinités moyennes de liaison comme celles de fragments pour une cible, permettant
d’identifier des molécules de départ, des touches, avec un meilleur taux de succès et là
où le HTS avait échoué.
Toutefois, cette approche pose d’autres questions, notamment au niveau de
l’amélioration des touches ou de la liaison de deux fragments. La structure de la cible,
seule et en complexe avec le fragment, intervient à ce niveau pour guider cette étape de
ce qui est aujourd’hui appelé le "SAR by NMR". En effet, comme nous l’avons montré
précédemment, la RMN est une technique particulièrement adaptée à l’approche par
fragment. Le “SAR by NMR” combine plusieurs atouts : une large exploration de l’es-
pace des molécules chimiques grâce à l’approche par fragment, la détection d’affinité
moyenne, le criblage moyen débit de centaines à quelques milliers de molécules, l’in-
formation structurale et dynamique sur l’interaction cible-fragment grâce à la RMN.
Nous avons choisi de mettre en place l’approche "SAR by NMR" dans le cadre de la
conception de ligands de haute affinité de pol β.
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Nous avons vu également que la combinaison de plusieurs outils se révèle sou-
vent intéressante. Nous avons choisi de combiner la modélisation moléculaire au criblage
RMN. La section suivante précise différents points de la stratégie choisie pour l’identi-
fication d’inhibiteurs de haute affinité de pol β.
3. Stratégie pour la mise en place de l’approche “SAR by
NMR”
Comme nous l’avons montré dans le premier chapitre, plusieurs stratégies peuvent
être associées au “SAR by NMR”. Nous avons choisi celle qui consiste à identifier deux
fragments dans deux sites disjoints de la cible, mais suffisamment proches pour pouvoir
lier les deux fragments de façon covalente et obtenir une molécule finale dont l’affinité
est théoriquement égale au produit des affinités des deux fragments liés.
Voici les principales étapes liées à la mise en place de cette approche, et les choix
stratégiques associés à chacune d’entre elles.
3.1 A propos de la cible
Lors de la recherche de ligands basée sur la structure, la disponibilité de la cible
sous une forme structurée et stable est essentielle. Dans le cas de pol β, nous avons
choisi de nous intéresser au domaine de 8 kDa. Plusieurs raisons ont motivé ce choix.
L’activité dRP lyase, effectuée par le 8 kDa, est indispensable au BER voie “brèche
courte”, principale voie du BER dans la cellule [322]. De plus, le 8 kDa est capable à lui
seul de rétablir une sensibilité modérée au MMS de MEF qui n’expriment pas pol β (et
donc hypersensibles au MMS) [332]. Enfin, l’activité catalytique de pol β est initiée par
la reconnaissance de l’ADN simple brin, c’est-à-dire au niveau du 8 kDa. L’inhibition
du 8 kDa permet donc l’inhibition de pol β entière [380].
Par ailleurs, le 8 kDa a déjà été étudié par RMN et l’attribution des fréquences
de résonance de ses noyaux déjà réalisée [381–383]. Ces données ont facilité notre tra-
vail d’attribution, puisque nous avons cherché à nous rapprocher des conditions de la
littérature.
3.2 A propos du premier fragment
La littérature regorge d’inhibiteurs de pol β. Beaucoup d’entre eux se lient au
domaine de 8 kDa. Nous avons choisi d’utiliser cette littérature abondante à ce sujet
pour sélectionner le premier fragment.
Deux principaux critères de sélection se sont appliqués au choix du premier frag-
ment. Tout d’abord, cette molécule devait être soluble dans l’eau à une concentration
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de l’ordre du millimolaire, pour permettre des expériences RMN en présence de la pro-
téine. Ensuite, étant donné que nous envisageions de modifier la molécule pour greffer
le second fragment, il fallait qu’une chimie “simple” soit possible.
Rapidement, notre attention s’est portée sur l’acide pamoique (cf Fig. n◦33)
[465]. En effet, la grande majorité des autres inhibiteurs connus sont de type triterpène
et peu solubles dans l’eau. De plus, la modification chimique de ces molécules est plus
difficile.
Fig. 33 – Formule développée de l’acide pamoique.
L’acide pamoique a été décrit soluble dans l’eau à 10 mM et déjà utilisé lors
d’expériences RMN, pour la cartographie de déplacements chimiques visant à détermi-
ner son site de fixation sur le domaine de 8 kDa. Son activité sur les MEF a été vérifiée.
Il permet de diminuer la sensibilité de ces cellules au MMS d’un facteur 8.7 par rapport
aux cellules contrôle. De plus, son affinité pour pol β a été déterminée par RMN à 11
µM [465]. Cette molécule possède donc des propriétés intéressantes d’inhibition de pol
β, y compris sur un des modèles cellulaires que nous avons choisis.
Cependant, les informations structurales disponibles sur l’interaction 8 kDa -
acide pamoique et nécessaires à la mise en place de l’approche “SAR by NMR” étaient
insuffisantes. La détermination de l’orientation des groupements carboxyls a été une
étape importante, puisqu’elle a permis de définir deux sites adjacents au site de fixa-
tion de l’acide pamoique dans les directions de chaque groupement COOH, deux sites
candidats pour accueillir le second fragment. Pour cela, nous avons choisi de combiner
l’approche RMN et la modélisation moléculaire.
3.3 A propos du second fragment
Les études structurales menées sur l’interaction 8 kDa - acide pamoique ont
permis d’identifier deux sites potentiels pour ce second fragment. La RMN ne permet
pas de faire du criblage haut débit. C’est pourquoi nous avons choisi d’utiliser le cri-
blage virtuel de quelques dizaines de milliers de molécules aux propriétés “fragment-like”
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comme filtre en amont d’un criblage expérimental par RMN.
Un certain nombre de critères a permis de sélectionner les molécules les plus
adaptées à la mise en place du “SAR by NMR” à l’issue du classement proposé par le
criblage virtuel, parmi lesquels on trouve principalement le classement du criblage vir-
tuel lui-même, la disponibilité et le prix des molécules, et la possibilité de lier de façon
“simple” le fragment à l’acide pamoique. En effet, très tôt, une stratégie de synthèse
permettant de créer une molécule hybride de type acide-pamoique-linker-fragment a été
choisie. Certaines contraintes inhérentes au choix de la synthèse ont donc été imposées
à la sélection de fragments.
Quelques-unes des molécules identifiées par criblage virtuel et satisfaisant à nos
critères de sélection ont été testées expérimentalement pour vérifier qu’elles interagis-
saient bien avec le 8 kDa et que leur site de fixation était suffisamment proche de celui
de l’acide pamoique pour envisager la mise en place de la dernière étape du “SAR by
NMR”, la liaison covalente de l’acide pamoique et du fragment. Pour cela, une stratégie
de criblage en 2 étapes a été choisie. La première étape est un criblage basé sur l’obser-
vation du ligand par le STD. Cette technique rapide et qui nécessite peu de protéines
non marquées a permis d’éliminer les molécules ne se liant pas au 8 kDa. Dans un se-
cond temps, un criblage basé sur l’observation de la protéine, plus coûteuse en quantité
de protéines marquées, a permis d’identifier parmi ces molécules celles étant les plus
adaptées à la réalisation de la dernière étape de la stratégie, c’est-à-dire dont le site de
fixation est suffisamment proche de celui de l’acide pamoique pour la liaison covalente
des deux molécules.
3.4 A propos de la molécule finale
La dernière étape consiste en la synthèse de la molécule finale. Les informations
structurales recueillies au cours du criblage RMN ont permis de modéliser un “linker”
permettant de lier l’acide pamoique et le second fragment covalemment. La modélisation
moléculaire a permis d’orienter le choix des molécules à synthétiser.
La synthèse de plusieurs molécules finales est nécessaire à la validation des choix
stratégiques faits. Celle-ci se situe à plusieurs niveaux. Le premier est structural. Il s’agit
de vérifier que la molécule se lie de la façon attendue, et avec une affinité meilleure que
celle de l’acide pamoique. Ensuite, la validation de l’activité inhibitrice de cette molécule
in vitro doit être réalisée. Enfin, cette validation doit être observée par un effet in vivo,
sur différents modèles cellulaires et, hors du cadre de mon travail de thèse, sur modèle
animal.
Les résultats obtenus à chacune de ces étapes sont présentés dans le chapitre
suivant.
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1. Obtention d’un domaine de 8 kDa recombinant stable
La stratégie de production du domaine de 8 kDa recombinant repose sur l’utili-
sation d’une étiquette clivable de 6 histidines. Le domaine est produit chez Escherichia
coli et purifié après lyse des bactéries sur colonne d’affinité au nickel.
1.1 Production
La protéine est surexprimée par des bactéries Escherichia coli BL21 (DE3) in-
duites par l’ajout d’IPTG (IsoPropyl β-D-1-ThioGalactopyranoside) 1 mM final. La
souche 2011, disponible au laboratoire sous forme de stock DMSO, contient le plasmide
pET28 (Novagen) permettant la surexpression du domaine recombinant de 8 kDa et
contenant un gène de résistance à la kanamycine. Les bactéries sont donc cultivées en
présence de kanamycine 50 µg/mL pour sélectionner celles qui contiennent le plasmide.
Des rendements suffisants étant atteints, il n’a pas été utile dans notre cas de partir à
chaque fois de bactéries fraîchement transformées. De même, l’utilisation de vecteurs
pLysS et TrX, qui permettent respectivement une meilleure tolérance à la toxicité due
à la protéine recombinante et une meilleure expression des codons rares, a conduit à
une faible induction dans les conditions du test. Nous ne les avons donc pas utilisés.
Le milieu de culture utilisé est soit du milieu LB (Luria broth), soit du milieu
minimum M9 additionné, entre autres, de chlorure d’ammonium qui représente la seule
source en azote et qui est marqué 15N. Ces conditions de culture permettent le marquage
isotopique 15N du domaine, alors que le milieu LB permet la production du domaine
recombinant non marqué. Par ailleurs, on ajoute au milieu des vitamines et des oligo-
éléments pour favoriser la croissance des bactéries. Pour la culture en milieu minimum,
l’utilisation de Celtone® (Spectra Stable Isotopes) marquée 15N, un complément au
milieu de culture, ne s’est pas révélée nécessaire.
L’ensemencement de la culture est réalisé par dilution d’une préculture de 50
mL. Il est possible de lancer la culture directement à partir de la souche stockée dans
le DMSO, mais les phases de latence et d’accélération sont beaucoup plus longues, et il
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n’a pas été observé de meilleurs rendements. La culture est réalisée à 37◦C, température
optimale de croissance d’Escherichia coli.
La production du domaine recombinant est induite par l’ajout d’1 mM d’IPTG,
un analogue du lactose, qui agit en activant le promoteur inductible de la T7 polymé-
rase par déplacement du répresseur lac. L’induction est réalisée pendant la phase de
croissance exponentielle des bactéries, lorsque la DO600 (densité optique à 600 nm) est
entre 0,5 et 0,8.
Les conditions d’induction ont été mises au point en testant différentes tempéra-
tures et différentes durées d’induction. Les conditions optimales ont été obtenues pour
une induction de 3-4 heures à 37◦C. En fin d’induction, la DO600 est mesurée. Celle-ci
varie d’une culture à l’autre entre 1,5 et 3. Généralement, en milieu minimum, la DO600
atteinte est proche de 1,5. La fin de l’induction est marquée par une centrifugation des
bactéries et l’élimination du milieu de culture. Le culot bactérien est ensuite repris dans
du tampon TrisHCl, avant d’être congelé à -80◦C. Il est possible de congeler le culot
bactérien sans le reprendre dans le tampon, mais les rendements observés dans notre
cas sont moins bons.
Le domaine recombinant de 8 kDa est produit sous forme soluble. La lyse des
bactéries est obtenue par ajout de lysozyme, enzyme qui désorganise la paroi bactérienne
en catalysant la coupure des liaisons des chaînes polysaccharidiques du peptidoglycane,
principal constituant de cette paroi, et de Triton X100, qui perméabilise les membranes
bactériennes. L’étape de sonication est déterminante dans la lyse des bactéries. Elle
a été considérée optimale lorsque 3 cycles d’alternance chaud/froid de 2 minutes sont
réalisés. La puissance de la sonde est maximale, avec un temps effectif de 70 %. La
sonication pendant une minute dans la glace produit un fort échauffement du tube, qui
est ensuite placé pendant une minute dans la glace. Par ailleurs, le volume dans lequel
le culot bactérien est repris semble important. Le volume optimal dans notre cas est 20
mL de tampon pour reprendre les bactéries obtenues avec 1 L de culture. La forme du
volume est également importante. Il faut que le volume soit réparti de façon homogène
en distance autour de l’extrémité de la sonde. Par exemple, au vu des rendements obte-
nus, 10 mL placés dans un tube Falcon de 15 mL semblent nettement moins bien lysés
que le même volume placé dans un tube Falcon de 50 mL.
Enfin, les protéines solubles sont séparées par centrifugation des débris membra-
naires et des molécules insolubles. Une partie de la quantité de protéines produites se
retrouve dans le culot, et non dans le surnageant. Les conditions de centrifugation in-
fluent le rapport entre quantité du domaine recombinant dans le surnageant et quantité
dans le culot et ont été optimisées pour le rendement. De façon qualitative, on observe
que si la centrifugation n’est pas assez forte, trop de débris membranaires restent dans
le surnageant, l’étape de filtration sur filtre 0,22 µm qui précède la purification est très
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difficile, et des protéines solubles, dont celle d’intérêt, sont perdues sur le filtre (environ
0,5 mL du surnageant à chaque filtre utilisé). En revanche, si la centrifugation est trop
forte, une trop grande quantité du domaine de 8 kDa recombinant est perdue dans le
culot. Les conditions retenues sont finalement 35 minutes à 11855 × g. Le surnageant
est prélevé et filtré sur filtre 0,22 µm.
1.2 Purification
L’étiquette de 6 histidines permet de purifier la protéine recombinante par chro-
matographie d’affinité au nickel. La résine de la colonne est chargée de nickel, auquel
l’étiquette de 6 histidines chargées (pH > 6) se fixe. Un gradient d’imidazole, de 5 à
500mM, permet l’élution de la colonne. L’imidazole entre en compétition avec l’étiquette
de 6 histidines pour l’affinité au nickel et, à une concentration de 300 mM, décroche la
protéine d’intérêt, qui est collectée dans des fractions de 6 mL. La mesure de l’absorp-
tion à 280 nm permet d’identifier les fractions contenant des protéines et est représentée
sur un chromatogramme en fonction du temps (cf Fig. n◦34).
Fig. 34 – L’absoption à 280 nm est représentée en bleu en fonction du volume élué. Le pourcentage
de tampon B dans l’éluant est représenté en vert, le reste de l’éluant étant du tampon A. Quatre phases
sont à distinguer : la première est une phase d’équilibration de la colonne, la seconde permet de laver
la colonne de ce qui ne s’y accroche pas, la troisième correspond au gradient d’imidazole, et la dernière
permet de nettoyer la colonne.
Un pic d’absorption à 280 nm représente l’élution du domaine, et le dépot sur
gel de polyacrylamide 15 % en présence de dodécylsulfate (SDS-PAGE) confirme qu’il
s’agit bien d’une protéine de 8 kDa. L’observation de contaminants assez nombreux
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nous contraint à réaliser une seconde colonne de purification (cf Fig. n◦35, pistes 8 à
12, gel n◦1).
Fig. 35 – Gels SDS-PAGE 15 % : fractions avant et après colonne d’exclusion sur gel. Sur le gel n◦1,
les dépots correspondent à l’extrait non induit (piste 1), à l’extrait induit (piste 2), au culot (piste 3) et
au surnageant (piste 4) après centrifugation, les pistes 5 à 7 correspondent au lavage, et les pistes 8 à 14
à des fractions éluées lors du gradient. La protéine est présente abondamment (bandes délimitées par
le rectangle), mais de nombreux contaminants subsistent. Les fractions correspondant aux pistes 8 à
14 sont rassemblées, concentrées jusqu’à un volume d’environ 1 mL et déposées sur colonne d’exclusion
sur gel. Le gel n◦2 contient également les extraits non induit (piste 1) et induit (piste 2), ainsi que les
fractions éluées correspondant au pic d’absorbance du domaine de 8 kDa (pistes 3 à 6). Ces fractions
sont pures, rassemblées et concentrées. La piste 7 correspond au dépot de l’échantillon utilisé en RMN.
Nous avons d’abord utilisé une colonne échangeuse de cations, éluée avec un
gradient de NaCl de 50 mM à 1 M, à pH 7,5, mais toutes nos tentatives se sont révé-
lées infructueuses, puisque nous n’avons pas réussi à obtenir d’échantillons protéiques à
l’issue de cette colonne. Nous avons ensuite opté pour l’utilisation d’une colonne d’ex-
clusion sur gel. A l’issue de cette colonne, l’échantillon de domaine recombinant est pur
(cf Fig. n◦35, pistes 4 à 6, gel n◦2).
L’échantillon est ensuite concentré sur membrane avec un seuil de coupure de 3
kDa par centrifugation. Lorsqu’un volume inférieur à 500 µL est atteint, l’échantillon est
conditionné dans un tampon adapté aux analyses RMN. L’échantillon ainsi conditionné
est récupéré, en prenant soin de rincer la membrane plusieurs fois, pour en perdre le
minimum.
L’échantillon est ensuite dosé par la méthode “BioRad protein assay”. Les ren-
dements obtenus sont de 40 mg de domaine recombinant de 8 kDa pur pour un litre de
culture en milieu minimum. Sur milieu riche, les rendements peuvent être supérieurs à
100 mg par litre.
L’étiquette de 6 histidines est enfin clivée par l’action de la thrombine une nuit
à 4◦C et vérifiée sur gel SDS-PAGE (cf Fig. n◦36).
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Fig. 36 – Cinétique de la coupure à la thrombine à 4◦C. Sur la piste 1, l’échantillon ne contient pas
de thrombine. L’échantillon est ensuite placé en présence de 0,4 unités de thrombine par mg de protéine
dans différentes conditions, de gauche à droite, à 20◦C pendant 60 minutes et sur la nuit, à 4◦C pendant
30, 60, 90, 120 minutes et sur la nuit. Etant donné qu’il est préférable de laisser la protéine à 4◦C et
que la thrombine reste active, nous avons choisi cette condition.
L’acquisition de spectres RMN de l’échantillon a révélé un bon éclatement spec-
tral, indiquant que la protéine était correctement repliée. Cependant, rapidement, il est
apparu que sa stabilité dans le temps était faible (cf Fig. n◦37). De trois semaines au
départ, elle a diminué à quelques heures. L’acquisition de spectres RMN est devenue
difficile. Pour pallier ce problème, le protocole de purification a été modifié de façon
à ce que l’échantillon protéique soit obtenu en un temps plus court. Finalement, une
nouvelle construction du domaine s’est avérée nécessaire.
Fig. 37 – Stabilité faible de la protéine, observée sur spectre HSQC. Sur le spectre de gauche, les
tâches de corrélation sont regroupées au centre et ne présentent plus la dispersion observée sur le spectre
de droite. Ceci est le signe d’une absence de structuration.
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1.3 Un protocole de purification plus rapide
La purification sur colonne d’affinité au nickel a été optimisée de façon à fournir
en sortie un échantillon pur. Pour cela, la première étape de lavage du non-spécifique
a été réalisée à une plus forte concentration en imidazole, typiquement à 100 mM, et
pendant un temps plus long. Ainsi, la colonne est lavée avec un volume équivalent à 9
fois celui de la colonne d’un tampon contenant 100 mM d’imidazole.
Lors de l’étape de lavage, une partie du domaine de 8 kDa recombinant est per-
due, comme cela a pu être vérifié sur gel SDS-PAGE (cf Fig. n◦38, piste 5). Cependant,
on peut voir qu’il reste suffisamment de protéines dans les autres fractions, et que ces
fractions sont pures (cf Fig. n◦38, pistes 7 à 12).
Fig. 38 – Gel SDS-PAGE 15 % : conditions optimales pour obtenir une protéine pure en une étape
de purification. Les pistes 1 et 2 correspondent aux extraits non induit et induit, les pistes 3 et 4 au
culot et au surnageant après centrifugation. Les pistes 5 et 6 sont issues des fractions obtenues pendant
l’étape de lavage. Lors de cette étape, de la protéine recombinante est perdue (bande délimitée par un
rectangle). Les pistes 7 à 12 correspondent aux fractions obtenues pendant l’élution. Malgré les pertes
lors du lavage, les quantités obtenues lors de l’élution sont suffisantes.
Cette stratégie de purification n’est peut-être pas optimale, sauf si l’on considère
les pertes occasionnées par l’étape de concentration sur membrane avant une seconde
colonne, qui occasionne également des pertes, sans compter les effets que peuvent avoir
ces manipulations sur la structure manifestement fragile de cette protéine. Le protocole
mis au point est consigné dans la section “Matériels et méthodes”. Il permet d’obtenir
en 2 jours (une journée pour la purification et la vérification sur gel SDS-PAGE, une
journée pour la concentration et la coupure à la thrombine sur la nuit) un échantillon
pur de domaine de 8 kDa, avec des rendements de l’ordre de 30 à 40 mg de protéines
pour un litre de milieu minimum. La perte est donc finalement négligeable.
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1.4 Clonage et expression de variants du domaine de 8 kDa de pol β,
pol λ et pol µ
Le plasmide permettant de surexprimer le domaine dans la souche 2011 est tel
qu’après coupure à la thrombine, 17 acides aminés sont encore présents entre l’extré-
mité N-terminale et le premier résidu méthionine de la séquence du domaine. Nous avons
pensé que ces résidus supplémentaires pouvaient nuire à la stabilité de la protéine. Nous
y avons remédié en réalisant de nouvelles constructions.
Deux nouvelles constructions ont été réalisées pour l’expression du domaine de 8
kDa de pol beta. La première, B8hN, place le site de coupure à la thrombine en position
N-terminale, et la seconde, B8hC, le place en C-terminal. Le site de reconnaissance de
la thrombine est LysValProArglGlySer. La construction B8hC contient donc forcément
4 résidus supplémentaires en C-terminal, LysValProArg. Si le site de coupure est placé
en N-terminal, il ne reste que deux résidus additionnels, GlySer. Or, la séquence du do-
maine de 8 kDa commence par les deux résidus Met-Ser. Finalement, la séquence clonée
dans le vecteur pET28 (Novagen) contient, en aval de l’étiquette de 6 histidines, le site
de coupure à la thrombine suivi de la séquence du 8 kDa des résidus 3 à 87. Au final,
le nombre de résidus est le même, mais au lieu d’avoir la séquence Met-Ser-. . . -Lys87,
nous avons Gly-Ser-. . . -Lys87.
En parallèle de ces constructions, 4 autres constructions ont été réalisées pour
l’expression des domaines de 8 kDa des ADN polymérases λ et µ : L8hN et L8hC pour
pol λ, M8hN et M8hC pour pol µ. Dans les constructions L8hN et M8hN, le site de
coupure à la thrombine est en N-terminal, et pour L8hC et M8hC, il est en C-terminal.
Une fois les constructions réalisés, celles-ci ont été transfectées dans trois souches
Escherichia coli : BL21(DE3), BL21(DE3) pLysS et BL21(DE3) Trx. Des tests d’ex-
pression ont été réalisés sur 4 clones pour chaque souche dans des cultures de 2,5 mL
et ont permis de sélectionner les meilleurs clones surexpresseurs. Pour les constructions
avec le site de coupure à la thrombine en C-terminal, l’induction était faible, quelle que
soit la souche utilisée. Pour B8hN, un clone surexpresseur donnant de bons résultats
a pu être sélectionné, et a été stocké avec du DMSO. Il s’agit de la souche 2087. Pour
L8hN, des rendements de l’ordre de 20 mg de protéine pure par litre de culture ont pu
être obtenus. Pour M8hN, les clones surexpresseurs retenus ont révélé une production
faible sur de plus grandes quantités de culture. Les domaines de 8 kDa de pol λ et pol
µ n’ont pas été utilisés au cours de mes travaux de thèse, mais permettront de tester la
sélectivité des molécules conçues.
Les tests de stabilité structurale présentent des résultats hétérogènes, mais ont
été concluants dans la mesure où aucun échantillon n’a été dénaturé en moins d’une
semaine, ce qui est suffisant pour nombre d’expériences que nous avons souhaité réa-
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liser. Les taux de production sont connus, et les quantités obtenues à partir d’un litre
de culture sont suffisantes pour préparer entre 4 et 5 échantillons RMN. A l’issue d’un
litre de culture, les culots bactériens sont donc répartis dans 5 aliquots, qui permettent
chacun l’obtention de 6 à 8 mg de domaine de 8 kDa pur.
2. Attribution des signaux RMN
Une fois le domaine de 8 kDa non marqué et marqué obtenu en quantité suf-
fisante pour préparer des échantillons RMN, la première étape a été l’attribution des
signaux RMN du domaine. En effet, dans le cadre de la stratégie choisie pour l’iden-
tification d’inhibiteurs de meilleure affinité, la cartographie de déplacements chimiques
tient une place importante, et pour tirer le maximum de profit de cette technique, il est
indispensable de disposer d’une attribution fiable du proton amide de chaque résidu.
Le domaine de 8 kDa de pol β du rat a déjà été étudié par RMN. L’attribution
réalisée est disponible dans la base de données BMRB, qui est une base de données de
déplacements chimiques RMN [?,?]. Une variation d’un acide aminé est présente entre
la séquence humaine et la séquence du rat : la valine 20 du rat est une thréonine dans la
séquence humaine. Ces données ont été utilisées pour réaliser une première attribution
du spectre 2D-HSQC du domaine marqué 15N. Sur ce spectre, chaque tâche de cor-
rélation correspond au proton amide d’un résidu de la protéine, et la perturbation de
certains déplacements chimiques en présence d’un ligand potentiel permet d’identifier
le résidu correspondant comme impliqué dans l’interaction avec le ligand.
Des spectres 3D-HSQC-TOCSY et 3D-HSQC-NOESY du domaine marqué 15N
ont été enregistrés et ont permis de vérifier que les corrélations intra-résidus observées
dans la dimension TOCSY de chaque proton amide étaient compatibles avec la nature
du résidu et que les corrélations inter-résidus observées dans la dimension NOESY en
sus des corrélations intra-résidus étaient en accord avec la séquence et la structure du
domaine. Ainsi, dans un premier temps, les corrélations intra-résidus ont été attribuées
sur la 3D-HSQC-TOCSY. Puis, cette attribution a été reportée sur le spectre 3D-HSQC-
NOESY. Les tâches non attribuées correspondent donc à des interactions inter-résidus.
Elles peuvent être de deux types : soit elles correspondent à l’interaction avec le résidu
précédent ou le résidu suivant dans la séquence, soit elles correspondent à une inter-
action avec un résidu proche dans l’espace de par la structure du domaine, constituée
principalement d’hélices α.
Des problèmes de recouvrement entre les tâches de corrélation intra-résidu et
inter-résidu ont gêné l’identification des tâches inter-résidus et notamment celles concer-
nant les hélices α. Cependant, au moins une tâche de corrélation entre deux résidus
distant de 3 positions sur la séquence a pu être identifiée pour les hélices 1, 2 et 3 en
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partant du N-terminal, confirmant une structuration en hélice α.
Les résidus 1 à 4, probablement en raison d’une trop grande mobilité ne sont pas
attribués dans la BMRB, ni sur nos spectres. Les prolines, au nombre de 4, ne possèdent
pas de proton amide et ne sont donc pas représentées sur le spectre 2D-1H-15N-HSQC.
La thréonine 20 a été identifiée sur la 3D-TOCSY-HSQC, mais l’absence de corrélation
avec les résidus voisins sur la NOESY ne permet pas de confirmer l’attribution. Les ré-
sidus 12, 34 et 67 ne sont pas attribués dans la BMRB, mais tous les protons de Asp12
ont néanmoins pu être attribués. Glu21, His34 et Thr67 n’ont pas pu être identifiés.
Sans compter les prolines, les protons amides de 96,4 % des résidus ont été attribués
(cf Fig. n◦39). La valeur du RMSD sur l’ensemble de ces protons est 0,33 ppm dans la
dimension 15N, et 0,07 ppm dans la dimension 1H. L’attribution est donc satisfaisante
et sera utilisée pour toutes les expériences de cartographie de déplacemens chimiques
(cf annexe “Tableau de déplacements chimiques”).
Fig. 39 – Attribution du spectre 2D 1H-15N HSQC. Le numéro des résidus dont le proton amide est
attribué est indiqué à côté de la tâche de corrélation correspondante.
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3. Premier fragment : caractérisation de l’interaction acide pamoique - domaine de 8
kDa Résultats
Une fois le domaine recombinant de 8 kDa de pol β et son attribution RMN
obtenus, la stratégie “SAR by NMR” a été mise en place. Les choix stratégiques sont
précisés dans le chapitre “Stratégie”. Brièvement, il s’agit d’identifier deux ligands d’af-
finité moyenne à faible et de les lier covalemment pour obtenir un ligand d’affinité ty-
piquement nanomolaire. Pour que cette stratégie fonctionne, il est indispensable que la
conception de la molécule finale à partir des deux fragments respecte le positionnement
individuel (site de fixation, orientation, conformation) de chacun des deux fragments.
Les résultats obtenus pour l’identification et la caractérisation de chaque fragment sont
maintenant présentés.
3. Premier fragment : caractérisation de l’interaction acide
pamoique - domaine de 8 kDa
3.1 Informations structurales
Toutes les informations structurales obtenues sur le complexe 8 kDa - acide
pamoique ont fait l’objet d’un article joint ci-après. Brièvement, une étude par modé-
lisation a permis d’identifier le site de fixation de l’acide pamoique sur le domaine de
8 kDa, qui a ensuite été confirmé par des expériences RMN de cartographie de dépla-
cements chimiques. L’analyse des résultats obtenus avec AutoDock a révélé que l’acide
pamoique adoptait 5 conformations différentes dans le site de liaison. Des expériences
RMN, notamment l’analyse d’une corrélation NOE inter-moléculaire et la cartographie
d’épitope par STD, ont permis de construire un modèle structural du complexe 8 kDa
- acide pamoique. En effet, parmi les cinq familles de conformation obtenues, une seule
satisfaisait toutes les contraintes expérimentales. Les données et leur analyse sont pré-
cisées dans l’article joint ci-après [?].
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Abstract
Background: DNA polymerase beta (pol beta), the error-prone DNA polymerase of single-
stranded DNA break repair as well as base excision repair pathways, is overexpressed in several
tumors and takes part in chemotherapeutic agent resistance, like that of cisplatin, through
translesion synthesis. For this reason pol beta has become a therapeutic target. Several inhibitors
have been identified, but none of them presents a sufficient affinity and specificity to become a drug.
The fragment-based inhibitor design allows an important improvement in affinity of small
molecules. The initial and critical step for setting up the fragment-based strategy consists in the
identification and structural characterization of the first fragment bound to the target.
Results: We have performed docking studies of pamoic acid, a 9 micromolar pol beta inhibitor,
and found that it binds in a single pocket at the surface of the 8 kDa domain of pol beta. However,
docking studies provided five possible conformations for pamoic acid in this site. NMR experiments
were performed on the complex to select a single conformation among the five retained. Chemical
Shift Mapping data confirmed pamoic acid binding site found by docking while NOESY and
saturation transfer experiments provided distances between pairs of protons from the pamoic acid
and those of the 8 kDa domain that allowed the identification of the correct conformation.
Conclusion: Combining NMR experiments on the complex with docking results allowed us to
build a three-dimensional structural model. This model serves as the starting point for further
structural studies aimed at improving the affinity of pamoic acid for binding to DNA polymerase
beta.
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Background
DNA polymerase β (pol beta) is the smallest human DNA
polymerase and the first discovered adaptative polymer-
ase. The structure of the full-length protein of 39 kDa has
been solved by X ray cristallography [1]. It is divided into
two structural subdomains, which have distinct functions.
The first is termed the 8 kDa domain and is located at the
N-terminal position. It binds to single-stranded and dou-
ble stranded DNA, recognizes the 5'-phosphate group in
gapped DNA and possesses dRP lyase activity [2]. The sec-
ond, the C-terminal 31 kDa domain, displays the catalytic
activity of polymerisation [3].
Pol beta is the major enzyme of the single-stranded break
DNA repair and base excision repair pathways [4-6]. It is
able to remove damaged base residues, nucleotides and
abasic sites arising from various endogenous and exoge-
nous sources [7]. Thereby, when pol beta gene is deleted
from mouse fibroblasts, hypersensitivity to monofunc-
tional alkylation agents, e.g., methylmethanesulfonate, is
observed [8,9]. Furthermore, pol beta is able to bypass
DNA lesions which block the replication by the replicative
DNA polymerases. In fact, pol beta allows an error-prone
translesion replication of some adducts, like those gener-
ated by cisplatin [10-13]. A large and readily adaptable
binding site and a lack of 3'-5'-exonuclease activity facili-
tates synthesis through lesions. Hence, pol beta seems to
be involved in chemotherapeutic agent resistance, as its
overexpression diminishes the efficacy of anticancer drug
therapies using cisplatin [14]. Indeed, in breast, colon and
prostate tumors, a cisplatin resistance is often observed
while pol beta is overexpressed [15].
Since it causes genetic instability and resistance to antican-
cer drugs, pol beta is a therapeutic target. Within the last
few years, there has been considerable effort to find inhib-
itors of pol beta with higher affinity and greater specificity
[16-18].
Among the approaches that aim at conceiving inhibitors,
the fragment-based drug design is a recent one, that has
proven to be successful [19]. Briefly, in this approach, two
weakly binding ligands or fragments of the target are
sought so that they can be covalently bound to obtain a
final molecule, whose affinity is roughly the product of
individual affinities of the two fragments [20].
To use this approach, sizeable structural information is
required, in particular orientation and conformation of
both fragments in their respective sites on the target. This
information, together with the distance between frag-
ments, is used to define a linker capable of connecting
both fragments without disrupting the global affinity.
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy is a
very powerful structural technique in the fragment-based
strategy, as it can detect weakly interacting fragments and
provide distances between target and ligand protons and
structural information on the interaction. In the context of
searching a pol beta inhibitor, we concentrated our efforts
on the 8 kDa domain, defined by a protease sensitive
hinge region at Lys87. Its structure has been solved by
NMR [21,22]. It is formed by 4 alpha helices, packed as
two antiparallel pairs. The helices 1 (from Gly13 to Val
29) and 2 (from Ile33 to Lys48) are linked by a 4 amino-
acid loop. A "helix-hairpin-helix" motif links helix 3
(from Ser55 to Lys61) to helix 4 (from Thr67 to Thr79),
which is responsible for non-specific DNA binding
[23,24]. The alpha helix from Arg83 to Gln90 formed in
the full-length protein is not folded in the 8 kDa domain.
The first step of polymerisation process by pol beta
involves the 8 kDa domain. Moreover, the alkylation-sen-
sitive phenotype can be rescued by expression of the 8
kDa domain, suggesting that removal of the dRP group is
most critical during base excision repair [25].
Among the large number of pol beta inhibitors that have
been reported so far, the pamoic acid binds to the 8 kDa
domain with a reasonable affinity [26]. Its solubility in
aqueous buffer makes it interesting for further NMR anal-
ysis. Moreover, the presence of hydroxyl and carboxyl
groups allows simple chemical modifications, aiming at
tethering other fragments.
This paper describes structural data obtained on the com-
plex of pamoic acid with the 8 kDa domain. A combina-
tion of computational approaches and experimental data
obtained from NMR provided the exact orientation of
pamoic acid bound to the 8 kDa domain, allowing to pro-
pose a three-dimensional model of the complex. We
found that pamoic acid binds to a site formed by helix 2
and helix 4, which also corresponds to the single-stranded
DNA binding site. The conformation of the bound pam-
oic acid affords possible binding of a second fragment in
its vicinity. The current work is the starting point to apply
the fragment-based strategy, that is to say identifying a sec-
ond fragment that binds in the vicinity of the pamoic acid
site.
Results and Discussion
Docking pamoic acid to the 8 kDa domain
We used AutoDock 3.0.5 [27] to dock pamoic acid to the
8 kDa domain of pol beta (PDB code 1DK3). Structures
generated by AutoDock have been ranked according to
their binding energy with the protein and 100 lowest
energy structures were retained for further analysis. With
the force field used by AutoDock, the energy values for the
best ligands varied from -9.58 kcal/mol to -8.96 kcal/mol.
Systematic analysis of the 100 best docked structures
revealed that all of them were located in a single site,
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although pamoic acid could move freely around the 8 kDa
domain during docking. Close atomic contacts between
pairs of protein-ligand atoms, with a distance cutoff of 2
Angströms, were computed. Nine residues, namely His34,
Lys35, Asn37, Ala38, Lys41 on helix 2 and Gly64, Gly66,
Lys68, Lys69 on helix 4, were frequently found to be close
to pamoic acid. In fact, in more than 50% of the resulting
conformations, at least one proton of Ala38, Lys68 and
Ile69 was located within 2 Å from pamoic acid. For resi-
dues His34, Lys35, Asn37, Lys41, Gly64 and Gly66, over
20% of the 100 best docked structures contained a pair of
protein-ligand atoms with a separation below 2 Å. Map-
ping these residues onto the 8 kDa domain structure indi-
cated that they form a single positively charged groove at
the surface of the 8 kDa domain (Fig. 1). Interestingly,
Lys35, Lys60 and Lys68, which have been shown to be
responsible for single-stranded DNA binding by site-
directed mutagenesis [28], are located in the groove where
pamoic acid binds to. As this groove is the one where DNA
binds, pamoic acid is likely to interfere with single-
stranded DNA recognition. Clustering the 100 best ligand
structures has been performed using an RMSD (Root
Mean Square Deviation) cutoff value of 2 Å. The five
resulting clusters indicated that the ligands adopt five dif-
ferent ensembles of conformations in the binding site
described above (Fig. 2). Two conformations, n°2 and
n°3, were closer to each other than to any other one. The
minimum RMSD value between these two conformations
Mapping residues found close to pamoic acid by docking experiments on the structure of the 8 kDa domainFigure 1
Mapping residues found close to pamoic acid by docking experiments on the structure of the 8 kDa domain. 
Ribbon view of the 3D structure of the 8 kDa domain (PDB code 1DK3), highlighting residues found to be involved in binding 
with pamoic acid from docking experiments (colored in magenta). The four alpha helices and the "HhH" motif are annotated. 
Picture was prepared with PyMOL [48].
BMC Structural Biology 2008, 8:22 http://www.biomedcentral.com/1472-6807/8/22
Page 4 of 12
(page number not for citation purposes)
was 2.9 Å. Conformation n°5 showed the highest RMSD
value with respect to other conformations, from 7.03 Å
with conformation n°1 to 8.12 Å with conformation n°4.
RMSD values between others pairs of clusters were
between 4.5 Å and 6.5 Å.
Two other sites can be defined in the proximity of the
pamoic binding site. The first site could be located further
beyond Lys35, between helices 1 and 4 and neighboring
Leu19, Leu22, Glu26 or Lys72. The other potential site
could be related to Lys60, Leu62 and Ala70, further in the
direction of Gly64 and Gly66, which belong to pamoic
acid site. Since we intend to modify one of the carboxyl
groups of pamoic acid to tether a second fragment to
reach one of the other two sites, the precise orientation of
pamoic acid in the binding site has to be determined.
Chemical Shift Mapping confirms the pamoic acid binding 
site found by docking
In order to discriminate between the five different confor-
mations, binding of pamoic acid to the 8 kDa domain of
pol beta was probed using NMR chemical shift mapping
[29] (Fig. 3). This technique is a powerful tool to reveal an
interaction between the 15N-labeled protein and the unla-
beled ligand and shows which residues of the protein are
involved in the binding. Therefore 1H, 15N assignment of
protein resonances is a prerequisite. A two dimensional
(2D) 1H-15N HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Docking experiments result in 5 families for pamoic acid conformations in the 8 kDa domainFigure 2
Docking experiments result in 5 families for pamoic acid conformations in the 8 kDa domain. The five main con-
formations of pamoic acid generated by docking experiments are shown against on the electrostatic surface of the 8 kDa 
domain generated by Pymol. The positively charged surface is colored in blue and the negatively one is colored in red. The ori-
entation is the same as in Figure 1. The best final docked energy calculated by AutoDock appears for each family of conforma-
tions. Pictures were prepared with PyMOL [48].
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Coherence) spectrum of the 15N-labeled human 8 kDa
domain, corresponding to the first 87 amino-acid residues
of pol beta, was recorded. Protein 1H and 15N resonances
were assigned using TOCSY-HSQC and NOESY-HSQC
based strategies and confirmed NMR data previously
reported for the 8 kDa domain [30]. A satisfactory agree-
ment of HSQC spectra with the reported data insured that
the protein is well-folded [31,32].
A series of 2D 1H-15N HSQC spectra was monitored upon
addition of pamoic acid. As the spectra could be easily
superimposed, we concluded that the structure of the 8
kDa domain is not altered upon ligand addition. Chemi-
cal shifts of the crosspeaks have been followed during
titration (Fig. 3a). The peak positions changed between
those characteristic of the free and bound forms, indicat-
ing fast exchange on the NMR chemical shift timescale.
Comparison of the two spectra recorded for the protein in
its free state and in the presence of a 4-fold molar excess
of pamoic acid revealed a small number of amino-acids
that are affected upon ligand binding. The chemical shift
Chemical Shift Perturbation analysis of the 8 kDa domain upon pamoic acid bindingFigure 3
Chemical Shift Perturbation analysis of the 8 kDa domain upon pamoic acid binding. a. Superposition of 2D 15N-1 
H HSQC spectra of the 15N-labeled 8 kDa domain recorded without (green peaks) and with (red peaks) a 4-fold molar excess 
of pamoic acid. The four most perturbed residues crosspeaks are annotated. b. Histogram of chemical shift variation D upon 
binding to pamoic acid. Ala42, Gly64, Gly66 and Ile69, which showed a significant D value, higher than 3-times the standard 
deviation, are indicated. c. Mapping of the four residues Ala42, Gly64, Gly66 and Ile69 on the structure of the 8 kDa domain. 
Sidechains of amino-acids shown by Chemical Shift Mapping to be involved in the interaction are colored in magenta. The ori-
entation of the molecule is the same as that in Figure 1. The picture was prepared with PyMOL [48].
BMC Structural Biology 2008, 8:22 http://www.biomedcentral.com/1472-6807/8/22
Page 6 of 12
(page number not for citation purposes)
changes D (cf. NMR chemical shift mapping of Methods
section) of the same crosspeak between the free and the
ligand bound state were plotted versus the pol beta residue
numbers (Fig. 3b). Amide groups of Ala42, Gly64, Gly66
and Ile69 showed a significant D value (≥ 3 × standard
deviation), indicating that these amino-acids belong to
the binding site of pamoic acid. Previous studies reported
that Lys35, Tyr39, Arg83 and Leu85 were also affected by
binding [26]. To characterize binding, we used a thresh-
old for D value equal to 3 × standard deviation instead of
1.5 as in the paper [26]. With the multiplier set to 1.5,
Lys35, Arg83 and Leu85 were also found to be affected by
binding in our experiments. Interestingly, chemical shift
mapping at higher protein concentration revealed that
Lys35, Tyr39, Arg83 and Leu85 were also affected by bind-
ing (data not shown). However, Arg83 and Leu85 are
located far from the other affected residues, on an unstruc-
tured loop, which is a part of an alpha helix in the entire
39 kD protein. These residues are therefore unlikely to be
involved in the binding of pamoic acid to the entire pro-
tein.
Furthermore, comparing the results of the in silico docking
with those obtained from chemical shift mapping showed
a good agreement. All retained docked structures are
located in the site revealed by Chemical Shift Mapping
experiments, the one which corresponds to the single-
stranded DNA binding. Among the five conformations
proposed by AutoDock, conformation n°5 could be
rejected as it was not close enough to Gly64 and Gly66,
which have been shown to be involved in pamoic acid
binding. Therefore, at this step, four conformations were
retained.
A NOE correlation helps in determining the correct 
conformation
In order to further discriminate the right position, we
looked for intermolecular NOEs. 3D 15N-TOCSY-HSQC
(TOtal Correlated SpectroscopY) and 3D 15N-NOESY-
HSQC (Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY)
spectra of the free 15N-labeled 8 kDa domain were
acquired and 3D 15N-NOESY-HSQC spectrum was
recorded in the presence of equimolar pamoic acid con-
centration.
Pamoic acid protons (Fig. 4a) have been assigned in a
straightforward manner using COSY-DQF, TOCSY and
NOESY experiments (data not shown). Careful analysis of
both spectra revealed the presence of an intermolecular
NOE correlation peak. The chemical shifts of this NOE
corresponded to the amide proton of Ile69 and to the pro-
ton Ha of pamoic acid, indicating that these protons are
located within 6 Å from each other (Fig. 4b).
The atomic contacts were computed from the four
retained structures by assuming that the maximal distance
between a pair of protein-ligand atoms does not exceed 6
Å. Among these distances we selected the ones corre-
sponding to the amide proton of Ile69 and the two Ha
protons of pamoic acid. The 55 best structures that ful-
filled this condition were visually inspected and showed
that three different conformations were admissible. More
than half of the 55 structures corresponded to conforma-
tion n°1 depicted on Fig. 2a. The two other conforma-
tions represented 30% (conformation n°2, Fig. 2b) and
18% (conformation n°3, Fig. 2c) of the full AutoDock
structure set.
Two important protons for the interaction between the 8 
kDa domain and pamoic acid
In order to get further structural information on the bind-
ing, Saturation Transfer Difference (STD) experiments
were carried out. The principle of this technique is to
transfer the saturation from the protein to the bound lig-
and [33]. Protein protons that are shifted outside of the
spectral window of low molecular weight compounds are
selectively irradiated. Within a short time, the saturation
is spread over the entire 8 kDa domain through spin dif-
fusion. The spin diffusion is more efficient when the
molecular mobility is restricted, which is the case for large
molecules like proteins. The spin diffusion may also occur
between a protein and its ligand, assuming they are close
enough. The closer the distance from the binding site, the
larger the saturation, indicating the ligand's binding
epitope [34].
We performed STD experiments with the 8 kDa domain at
5 µM and pamoic acid in a 20-fold molar excess. Two
pamoic acid protons were found to carry most of the sat-
uration, namely Hd and He (Fig. 4a and 5a), indicating a
close proximity with the 8 kDa domain. However, He car-
ried a larger saturation, indicating a closer contact with the
8 kDa domain than Hd [34]. This structural information
was used to select the correct conformation of the bound
pamoic acid among the three remaining ones.
Searching through the computed atomic contacts, we ana-
lyzed the distances between Hd or He and protein atoms
and found that two of the three remaining conformations
did not feature sufficiently close contacts to give rise to
STD signals, namely conformations n°1 and n°3. Moreo-
ver, ligand protons that are closer to the protein than Hd
and He in these conformations did not give STD signals.
By contrast, every structure in conformation n°2 family
showed at least one distance below 2,6 Å between these
two protons of pamoic acid and one of the protein pro-
tons.
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STD experiments were used to assess ligand affinity, as the
ligand has been added gradually up to around a 50-fold
molar excess with respect to the protein concentration. As
STD technique requires low concentrations in ligand and
protein, it is less affected by interferences due to addi-
tional non-specific binding visible in Kd measurements
[35]. STD amplification factor was plotted versus the lig-
and excess. Assuming a stoichiometric complex, fitting the
curve of the STD amplification factor of the major proton
He provided the Kd value of 13 µM ± 5 µM (Fig. 5b) [34].
Model of the interaction between the pamoic acid and the 
8 kDa domain
In the final stage of the analysis, conformation n°2 was
retained to establish the model of the complex between
the 8 kDa domain and pamoic acid, since it complied
with all the NMR data. This structural set of AutoDock
results represents an experimentally validated and unique
strutural model for the complex 8 kDa domain – pamoic
acid (Fig. 6).
Under these assumptions, we analysed the contacts
between the validated ligand structure and the 8 kDa
domain atoms. The aromatic groups of pamoic acid prob-
ably form favorable hydrophobic interactions with the
main amino-acids of the site, such as Tyr39, Ala42, Gly64
and Gly66. Amide protons of Gly64 and Gly66 are
shielded upon pamoic acid addition. This can be corre-
lated with the fact that both residues are affected by mag-
netic anisotropy of the naphtalene nucleus [36].
Furthermore, numerous lysine residues present in the site
can form electrostatic interactions with both carboxyl
groups. One of the carboxyl groups is oriented towards
His34 and Lys35. It makes close contacts with Ile69 amide
proton and electrostatic interaction with the terminal
A NOE correlation indicates a distance lower than 6 Angströms between the Ha proton of pamoic acid and the amide proton of the 8 kDa domain Ile69Figure 4
A NOE correlation indicates a distance lower than 6 Angströms between the Ha proton of pamoic acid and 
the amide proton of the 8 kDa domain Ile69. a. Structure of pamoic acid with proton symbols, as used in the text. b. 
Two strips of 3D NOESY-HSQC spectrum corresponding to the Ile69 amide proton. The first strip was recorded without 
pamoic acid and the second in the presence of equimolar pamoic acid concentration. On the second strip, an additional cross-
peak, orange-framed, appeared at 8,65 ppm. This crosspeak revealed an intermolecular NOE between the Ha pamoic acid pro-
ton and the amide proton of the 8 kDa domain Ile69.
b.a.
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 group of the Lys68 sidechain. The other carboxyl
group forms hydrogen bonds with the amide proton of
Lys68 (distance of 1,67 Å) and with the hydroxyl group of
Thr67 (distance of 1,94 Å). Obviously, the two carboxyl
groups contribute to pamoic acid affinity for the 8 kDa
domain. Using one of them to tether a second fragment is
likely to lower the affinity but this may be compensated
by the properties of the second fragment. From our data,
we have defined two other potential sites close to the
pamoic acid binding site (see above). In the proposed
model, each of the carboxyl groups is oriented towards
one of the other sites. Therefore the possibility of increas-
ing the pamoic acid affinity by using the fragment-based
approach could be considered.
Conclusion
Pol beta gets involved in DNA repair pathway and in
translesion synthesis, particularly when it is overexpressed
in cancer cell lines treated by cisplatin agent. This process
leads to a chemotherapeutic drug resistance, which could
be prevented by an adjuvant treatment, that is to say a pol
beta inhibitor. One of the key benchmarks for a small
molecule to become a drug is the affinity for its target. No
currently known pol beta inhibitors rise above micromo-
lar affinity, which is insufficient for any pharmacological
development. The X family DNA polymerases is the only
one to feature the 8 kDa domain [37]. Hence, an inhibitor
of this domain is less subject to bind to replicative DNA
polymerases. Moreover, inhibition of the 8 kDa of pol
lambda and pol mu, both involved in non-homologous
end joining of DNA break [38,39], could improve the
radiosensitivity of tumors by preventing cells from repair-
ing radiotherapy-induced DNA damage.
Even if pamoic acid is one of the most known pol beta
specific inhibitors, its affinity (low micromolar) has to be
improved. Structural insights in the interaction between 8
kDa domain of pol beta and pamoic acid are prerequisites
to improve the ligand affinity by applying the fragment-
based strategy.
A previous work has reported the binding of pamoic acid
to pol beta using chemical shift mapping. Pamoic acid is
one of the best known pol beta specific inhibitors. It
inhibits the deoxyribose phosphate lyase activity and
increases sensibility to MMS [26]. As pol beta has been
NH3
+
Saturation Transfer Difference experiments reveal that two pamoic acid protons are essential in the binding to the 8 kDa domainFigure 5
Saturation Transfer Difference experiments reveal that two pamoic acid protons are essential in the binding 
to the 8 kDa domain. a. Superposition of STD spectra, without (in blue) and with (in red) selective saturation of the 8 kDa 
domain protons. Only Hd and He pamoic acid protons revealed binding to the 8 kDa domain. b. Plot showing STD amplifica-
tion factor of He versus pamoic acid concentration. Fitted curve is represented in red, corresponding to Kd value of 13 µM ± 5 µM.
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shown to be a pharmacological target, increasing the
affinity of pamoic acid for pol beta could transform pam-
oic acid into a drug-candidate. In the present paper, we
have combined NMR (chemical shift mapping, STD and
NOESY data) and computational approaches to generate
a detailed 3D model of the complex of the 8 kDa domain
of the DNA polymerase with pamoic acid. Validation of
the computational model by experimental NMR data gave
a unique structure for the complex (Fig. 6). The site occu-
pied by pamoic acid corresponds to the one where single-
stranded DNA binds to.
Indeed, the model thus established is the starting point to
search for a fragment that could bind in one of the other
two sites found in the vicinity of the pamoic acid binding
site. The orientation of its bound carboxyl groups towards
two distinct potential second sites makes pamoic acid a
very interesting candidate for further attempts to increase
its affinity for pol beta, using fragment-based approach.
Furthermore, as NMR techniques can screen small mole-
cules, they can be used to find a second fragment which
binds to the 8 kDa domain in a site, which is close to but
disjointed from the pamoic acid binding site [40]. The
present structure of the complex opens an avenue for the
development of new families of specific pol beta inhibi-
tors by the well-established fragment based approach.
Glu26 or Lys72. Another potential second site could be
related to Lys60, Leu62 and Ala70, further in the direction
of Gly64 and Gly66, which belong to the pamoic acid site.
be reported elsewhere.
Methods
Protein expression and purification
For NMR experiments, the recombinant 8 kDa-domain of
DNA polymerase beta (Met1-Lys87) was produced as His-
tag fusion protein in a pET28 plasmid (Novagen) in E. coli
BL21(DE3). Bacteria were grown in LB medium at 37°C
to an optical density at 600 nm of 0.8 before induction
with 1 mM IPTG during 4 hours, to obtain an unlabeled
sample. Isotopically 15N-labeled protein was expressed in
minimal (M9) medium containing 15NH4Cl. Proteins
were purified using a Ni-NTA column (HiTrap, Amer-
3D model of the 3D structure of the 8 kDa domain – pamoic acid complex validated by NMR dataFigure 6
3D model of the 3D structure of the 8 kDa domain – pamoic acid complex validated by NMR data. a. Electro-
static surface of the 8 kDa domain, with the same orientation as that in Figure 1, illustrating the cavity with the pamoic acid 
binding site. Blue-colored surface represents positively charged residues and red-colored surface represents the negative ones. 
Carbon atoms of pamoic acid are colored in cyan and oxygen atoms are colored in red. b. Detailed view of the interaction 
illustrating the binding of pamoic acid to the 8 kDa domain in its experimentally validated conformation. The distances that 
allowed the identification of the right conformation are shown. The distance between the amide proton of Ile69 and the pam-
oic acid Ha proton is 2,27 Å. He and Hd are located at 3,12 Å of Ala42 amide proton and at 4,25 Å of Gly64 HA proton, 
respectively. The pictures were prepared with PyMOL [48].
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sham) eluted by an imidazole gradient from 100 mM to
500 mM in 5 column volumes, after 8 column volumes at
imidazole 100 mM. The protein was eluted at imidazole
250 mM. The protein was then concentrated to 0.5–2 mM
in 20 mM deuterated Tris-HCl, pH = 6.8, 200 mM NaCl.
The His-tag was cleaved using one unit of thrombin per
milligram of protein overnight at 4°C (Novagen).
Pamoic acid preparation
Pamoic acid was obtained from Sigma-Aldrich. It was dis-
solved in high-pH Tris-HCl 20 mM, 200 mM NaCl at a
concentration of 10 mM. Then, the pH was brought down
to 6.9 by addition of the appropriate volume of HCl. The
final solution was stored at 4°C.
NMR spectroscopy
NMR spectra were recorded at 293 K on a Bruker DRX600
spectrometer equipped with a cryoprobe. NMR samples
were prepared in 20 mM deuterated Tris-HCl, pH = 6.8,
200 mM NaCl with 10% D2O. NMR data were processed
using TOPSPIN software (Bruker) and NMRPipe [41] and
analyzed using NMRView [42]. Resonance assignment
was performed using previously reported BMRB data
[43,44] and 3D TOCSY-HSQC and 3D NOESY-HSQC
data. Spectra were recorded on the free 15N-labeled 8 kDa
domain at 500 µM and on the equimolar complex with
1024, 80 and 128 complex points for 1H, 15N and 1H
respectively, and 8 scans. The mixing time for TOCSY and
NOESY were 60 ms and 200 ms, respectively.
NMR chemical shift mapping
For NMR titration, 2D 15N-HSQC spectra of the 15N-
labeled 8 kDa domain of pol beta at the concentration of
150 µM were collected at 293 K after incremental addition
of pamoic acid (typically 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4 molar
equivalents of ligand) with 2048 and 256 complex points
for 1H and 15N, respectively, and 4 scans. The NMR sam-
ple was diluted by no more than 10% by increasing the
pamoic acid concentration.
As the pamoic acid is in fast exchange rate between the
free and bound states compared with the chemical shift
difference, the observed signal is at a chemical shift corre-
sponding to the weighted average between the chemical
shifts of the free and bound states. For each residue, the
chemical shift difference was calculated as :
The factor of 5 appearing for ∆δ N corresponds to the
spectral widths ratio of 15N (25 ppm) and 1H (5 ppm) and
is commonly used in the literature [45].
Saturation Transfer Difference experiments
For STD titration, a sample of 3 µM of unlabeled protein
in deuterated buffer was prepared. Increasing amounts of
pamoic acid were added, in molar ligand/protein excess
from 1 to 30.
Protein signals were saturated by forty 50 ms gaussian
pulses, with interpulse spacing of 1 ms. The total satura-
tion time was 2 s. Water signal elimination was performed
using Watergate W5 sequence [46]. Protein signals were
eliminated by a 60 ms T1ρ filter with a 5000 Hz excita-
tion. For each ligand concentration, two spectra were
recorded with and without protein irradiation. For I0 spec-
trum, no irradiation of the protein occurred. I std spec-
trum is obtained by substraction of spectrum with protein
irradiation from the I0 spectrum.
For each ligand proton signal, STD amplification factor is
calculated as follow :
where I0 and Isat are the signal intensity of a ligand proton
in the spectra without and with protein irradiation,
respectively. The dissociation constant was obtained from
least-squares fitting of Amax as a function of total ligand
concentration according to the following equation :
[L] represent pamoic acid concentration. Kd and Amax were
searched parameters in fitting using the GOSA program
[47].
Docking experiments
The protein-ligand docking was performed using the
AutoDock 3.05 software [27]. The input files were pre-
pared with the MGLTools 1.2. A pdbqs file was created,
based on PDB: 1DK3 file information. Polar hydrogens
were added and charges were calculated. From these data,
a grid map of 96 × 126 × 96 points with a distance spacing
of 0.442 Angströms representing the three-dimensional
protein structure was calculated and used for the docking.
The appropriate atom-specific affinity maps were created.
The grid map covered the entire protein structure so that
the ligand could move freely within the grid around the
protein. For the ligand, pamoic acid, flexible docking has
been enabled by defining 8 rotatable bonds within the
molecule. The search of the parameter space followed the
Lamarckian genetic algorithm, with most of the user-
defined parameters set to their default values. We modi-
fied the population size by setting it to 1000 individuals,
as well as the number of surviving individuals, the maxi-
D HN N= +( ) ( / )∆ ∆δ δ2 25
A
I std
I
ligand excessSTD = ⋅
0
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L
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mum number of energy evaluations and the maximum
number of generations, which were multiplied by 10 with
respect to their default values. With the number of gener-
ated structures set to 256, a typical run averaged 6 hours
on a single Xeon 3 GHz CPU. Run in parallel on a 40-
nodes Linux cluster, with different seeds for random
number generator, the above setup allowed obtaining
10240 ligand conformations each time the program was
launched. The results have been analyzed with an in-
house software, allowing the analysis of the intermolecu-
lar energy and atomic contacts.
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Résultats
3. Premier fragment : caractérisation de l’interaction acide pamoique - domaine de 8
kDa
3.2 Mesures d’affinité
L’affinité du complexe a été mesurée par STD à 13 µM. La cartographie de dé-
placements chimiques permet également de mesurer l’affinité. Dans le cadre de l’échange
rapide entre l’état libre et l’état lié, il est possible de suivre le déplacement de la tâche de
corrélation d’un proton amide affecté par la présence du ligand au cours d’une titration.
La courbe représentant la distance entre la tâche de corrélation en l’absence de ligand
et en présence de concentrations croissantes en ligand en fonction de la concentration
en ligand est une courbe saturable qui peut être ajustée pour la détermination du Kd.
Pour ces mesures, les expériences HSQC sont enregistrées sur un échantillon dont la
concentration en protéines doit être la plus proche du Kd attendu. Nous n’avons pas pu
descendre en dessous de 150 µM de domaine de 8 kDa. Le Kd obtenu est 229 µM en
utilisant les variations de déplacements chimiques du proton amide de Ile69, résidu le
plus affecté par la liaison (cf Fig. n◦40).
Fig. 40 – Détermination de l’affinité par ajustement de la variation du déplacement chimique du
proton amide de Ile69 en fonction de la concentration en acide pamoique.
La différence entre les deux valeurs obtenues pour le Kd, d’un facteur 20, peut
s’expliquer par les conditions différentes dans lesquelles sont réalisées les expériences.
Avec le STD, il est possible de descendre la concentration du ligand au-dessous de la
centaine de micromolaire, et donc d’être assez proche de la valeur du Kd. Ces conditions
rendent l’expérience moins sensible aux événements de liaison non spécifiques.
En cartographie de déplacements chimiques, la concentration est supérieure à la
centaine de micromolaire, et donc au moins 10 fois supérieure à la valeur du Kd. Davan-
tage d’interactions non-spécifiques peuvent survenir. D’ailleurs, des expériences réalisées
à plus haute concentration en protéine, et donc en ligand, ont impliqué His51 dans l’in-
teraction. Le suivi de variations de la tâche de corrélation correspondante a cependant
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révélé que cette variation de déplacements chimiques en fonction de la concentration en
ligand était linéaire et non saturante, ce qui est caractéristique d’une interaction non
spécifique.
La valeur de 229 µM pour le Kd est due au fait que la cartographie de déplace-
ments chimiques n’est pas adaptée à la mesure d’un Kd aussi faible que 13 µM.
4. Détermination d’un second site potentiel
A partir du modèle structural du complexe 8 kDa - acide pamoique, deux poches
proches du site de liaison de l’acide pamoique, mais disjointes, ont été définies (cf Fig.
n◦41). Le choix des poches adjacentes a été guidé principalement par la nécessité de
lier l’acide pamoique au fragment qui se placera dans cette seconde poche. Très tôt, il
a été prévu qu’un des groupements carboxyls de l’acide pamoique serait utilisé pour la
synthèse chimique de la molécule finale. Ainsi, l’orientation des groupements carboxyls
de l’acide pamoique dans sa conformation liée au domaine de 8 kDa a guidé le choix
des seconds sites à cribler.
Le site 2A a été défini autour des résidus Leu22, Glu26 et Lys35. Comme nous
l’avons décrit dans le chapitre “Système d’étude”, chacun de ces résidus a un rôle phy-
siologique. Glu26 est suspecté de faciliter l’élimination du proton en C2’ du dNTP,
catalyseur de la β-élimination. Enfin, le mutant Leu22Pro présente une activité dRP
lyase fortement ralentie. Par ailleurs, Lys72, qui est proche de ce site, réalise l’attaque
nucléophile de l’atome C1’ du sucre du dNTP, et participe à la formation de la base de
Schiff dans l’activité dRP lyase.
Le site 2B comprend les résidus Lys60, Leu62 et Pro63. Ces résidus font éga-
lement partie du site de liaison du solanapyrone A, molécule d’IC50 30 µM pour la
reconnaissance de l’ADN simple brin. De façon intéressante, cette molécule inhibe pol
λ, qui présente aussi une activité dRP lyase au niveau de son domaine de 8 kDa, mais
pas les ADN polymérases réplicatives. On peut penser que cibler ce site est un moyen
de favoriser la spécificité de la molécule finale.
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Fig. 41 – Détermination de deux poches adjacentes au site de l’acide pamoique. A gauche, on trouve
le site 2A (en vert), défini par les résidus Leu22, Glu26 et Lys35. A droite, le site 2B (en jaune) est
composé de Lys60, Leu62 et Pro63. Pour une bonne visibilité de chaque site, deux rotations de la
protéine selon les axes X et Z de 90◦ sont effectuées. L’acide pamoique est représenté en cyan. Les
images ont été préparées avec PyMOL [?].
Nous avons commencé par chercher un fragment se liant dans le site 2A. Pour
identifier un tel fragment, nous avons utilisé le criblage virtuel et le criblage expérimental
par RMN. Parallèlement à cela, une stratégie de synthèse chimique pour la liaison du
fragment à l’acide pamoique a été définie, à laquelle la structure chimique des fragments
sélectionnés devait satisfaire.
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5. Second fragment : sélection par criblage virtuel et cri-
blage RMN
5.1 Choix d’une bibliothèque de fragments
Comme nous l’avons vu dans le premier chapitre, le choix de la chimiothèque
à cribler est important. Etant donné que nous cherchions une molécule à greffer sur
l’acide pamoique pour améliorer son affinité, nous avons choisi de cribler une base de
fragments, c’est-à-dire de molécules de complexité faible. Les critères de sélection de ces
molécules sont les suivants :
– un logarithme décimal du coefficient de partage eau/octanol calculé entre -2
et +3,
– une masse moléculaire entre 150 et 250,
– au plus 3 liaisons de rotation,
– au plus 2 atomes donneurs de liaison hydrogène,
– au plus 4 atomes accepteurs de liaison hydrogène.
Nous avons également choisi de cribler une chimiothèque de produits commerciaux,
dans l’idée de pouvoir obtenir rapidement et facilement le fragment à greffer sur l’acide
pamoique. Nous avons donc choisi de cribler les 28513 molécules du sous-ensemble de la
base de produits commerciaux ZINC qui satisfont les critères énoncés ci-dessus [127,208].
Nous avons ajouté à cet ensemble les molécules de la base SHAPES [255].
5.2 Criblage virtuel de la base de fragments
Le criblage virtuel a été réalisé en utilisant le logiciel FlexX, disponible sur 40
unités de calcul au Centre de Bioinformatique - Théogone (dirigé par Dr F. Daumas).
Cette étape de criblage virtuel a agi comme un filtre des 28592 molécules pour réduire
le nombre de molécules à tester par RMN. Aujourd’hui, un robot fonctionnant avec des
plaques 96-puits est disponible. L’accessoire BEST-NMR / CryoFit sera bientôt installé
sur le spectromètre RMN 600 MHz dans l’équipe et permettra le criblage moyen débit
semi-automatisé de molécules.
Le criblage virtuel a été réalisé sur le site 2A. A chaque molécule, FlexX associe
30 poses, c’est-à-dire 30 conformations possibles pour le ligand en interaction avec la
cible. Un score est associé à chacune des poses retenues, et le meilleur score est affecté
à la molécule. Le score utilisé est calculé par la fonction consensus des 5 fonctions de
score F-Score, D-Score, Chemscore, PMF et G-Score. L’observation des résultats pour
chacune des 28592 molécules dockées aurait été bien trop longue et fastidieuse pour
être envisagée. L’analyse des résultats du criblage a pris en compte le score calculé par
FlexX comme premier critère de sélection, mais il n’a pas été le seul. L’utilisation du
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score comme premier critère a cependant permis de marquer l’effet entonnoir souhaité
pour l’élimination rapide de nombreuses molécules présentant peu de chances de se fixer
dans le site voulu.
Un seuil minimum de -15 kJ/mol a été fixé [?]. Sur les 28592 molécules criblées,
5700 ont une énergie d’interaction inférieure à -15 kJ/mol, ce qui représente 19,93 %
des molécules. La meilleure molécule selon FlexX présente un score de -25 kJ/mol. Ce
premier filtre réduit donc considérablement la taille de l’échantillon de départ, tout en
conservant un nombre important de molécules sur lesquelles le critère de la synthèse
chimique va s’appliquer.
Ayant remarqué l’importance de la présence des groupements carboxyls dans les
inhibiteurs déjà connus de pol β, due à la présence de nombreux potentiels électrosta-
tiques positifs à la surface de pol β, nous avons cherché dans les formats SMILES des
molécules testées la présence de chaînes de caractères de type C(=O)O ou C(O)=O,
correspondant aux deux manières de traduire la présence d’un groupement COOH sur
la molécule. Il apparaît que plus la molécule a une énergie d’interaction basse, plus la
proportion de molécules portant un groupement carboxyl augmente, de 12,86 % des
molécules ayant un score inférieur à -10 kJ/mol à 50 % des molécules dont le score est
inférieur à -24 kJ/mol. Il semble donc que la présence de groupements carboxyls aug-
mente l’énergie d’interaction calculée par FlexX, ce qui est cohérent avec la présence de
nombreuses lysines à la surface du domaine de 8 kDa.
5.3 Anticiper l’étape de la synthèse chimique
Dans le cadre de la mise en place de l’approche par fragment, nous avons choisi
d’anticiper très tôt l’aspect de la synthèse de la molécule finale dans le choix des mo-
lécules à tester expérimentalement. La synthèse de molécules hybrides de type acide
pamoique-linker-fragment devait être “simple” et réalisée en quelques étapes.
Quelques réactions chimiques ont donc été choisies (collaboration avec Dr J.
Prandi, IPBS). Cette liaison se fera au moyen d’une jonction, d’un linker, de taille va-
riable. Des linkers de type hydrazine (noté L1) et éthylène-diamine (noté L2) ont été
envisagés. La liaison du côté de l’acide pamoique sera discutée dans la section “Concep-
tion de molécules hybrides”. Du côté du fragment, deux possibilités ont été prévues :
– la présence d’une fonction aldéhyde, qui peut être obtenue par l’oxydation
ménagée d’un alcool primaire, permet le couplage à une amine libre, comme
celles présentes sur l’hydrazine ou sur l’éthylène-diamine.
– une substitution nucléophile permet également le couplage à une amine libre,
si le fragment contient un groupe nucléophile riche en électrons comme un
atome de chlore ou de brome.
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Ainsi, les fragments contenant une fonction alcool primaire ou un groupement nucléo-
phile ont été recherchés. Rechercher la présence d’un atome de chlore ou de brome en
utilisant le format SMILES est simple. Il suffit de sélectionner les chaînes de caractère
contenant Cl ou Br. 3730 molécules contiennent un atome de chlore et 1083 molécules
un atome de brome.
L’écriture SMILES d’une fonction alcool primaire est CO, mais elle peut cor-
respondre à d’autres fonctions, par exemple un alcool secondaire ou une liaison ether.
Le plus souvent, les groupements CH2-OH sont placés à la fin de la chaîne de caractère
SMILES. Nous avons donc recherché tous les fragments dont l’écriture SMILES se ter-
minait par les caractères CO, au risque de passer à côté de certains. Nous avons trouvé
231 fragments, dont 103 comportaient également un groupement carboxyl.
L’observation de chacun de ces 231 fragments a révélé qu’un certain nombre
d’entre eux ne comportaient pas une fonction alcool primaire. Ces fragments ont été
éliminés. Puis, l’analyse détaillée de la structure chimique des fragments restants a per-
mis d’en éliminer encore un certain nombre, sur lesquels la présence de fonctions plus
réactives ne permettait pas le couplage à l’acide pamoique tel qu’il avait été pensé. Des
étapes supplémentaires de synthèse auraient été nécessaires. A l’issue de cette analyse,
57 fragments ont été retenus pour le criblage expérimental.
5.4 Commande de fragments
Dans un premier temps, nous avons commandé 10 fragments à tester expérimen-
talement par un criblage RMN. ZINC étant une base de produits commerciaux, à chaque
produit est associé la liste des fournisseurs auprès desquels on peut se le procurer. Ce-
pendant, certains produits n’étaient plus suivis par le fournisseur, ou tout simplement
indisponibles. D’autres étaient excessivement onéreux. A l’issue de cette recherche dans
les catalogues de divers fournisseurs, nous avons commandé 10 fragments (cf Fig. n◦42).
Pour des raisons de confidentialité, les deux fragments ayant été utilisés pour la syn-
thèse de molécules hybrides sont notés F1 et F2, et sont de la forme X1-CH2-OH et
X2-CH2-OH, conformément à la stratégie de synthèse adoptée.
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Fig. 42 – Formule développée des 10 fragments commandés pour le criblage expérimental.
5.5 Criblage expérimental des 10 fragments
Le criblage expérimental des fragments a permis de répondre à trois questions
importantes pour la mise en œuvre de la stratégie. A chaque étape, des fragments ont été
éliminés. La première question a été la solubilité des molécules dans l’eau en présence de
DMSO à une concentration inférieure à 5 %. L’étape suivante a été la mise en évidence
d’une interaction avec le domaine de 8 kDa. Enfin, il a fallu caractériser cette interaction,
notamment dans le but de vérifier que le site de liaison était suffisamment proche de
celui de l’acide pamoique pour envisager la conception d’un linker et d’une molécule
hybride.
5.5.1 Le fragment est-il soluble ?
Le fragment doit être soluble à 1-5 mM dans un tampon aqueux à une concen-
tration telle que l’ajout du fragment à l’échantillon protéique ne soit pas dilué de plus
de 10 %. La solubilisation des fragments dans le DMSO à 500 mM a été testée. Tous
les fragments sont solubles, sauf un, le chlorure de phénéthyle, qui a été éliminé de la
stratégie.
Ensuite, la solubilité dans le tampon en présence de 1 % de DMSO a été testée.
Tous les fragments solubles dans le DMSO à 500 mM étaient également solubles dans
ces conditions.
151
5. Second fragment : sélection par criblage virtuel et criblage RMN Résultats
5.5.2 Le fragment interagit-il avec le domaine de 8 kDa ?
La détection de l’interaction de chaque fragment avec le domaine de 8 kDa a été
réalisée par des expériences STD. En effet, ces expériences consomment peu de protéines
non marquées, 5 nanomoles par fragment. De plus, leur analyse est rapide, la présence
de signal indiquant une interaction. Les fragments ont été testés à 1 mM. Si un signal
est détecté, une titration est réalisée jusqu’à 5 mM pour pouvoir mesurer le Kd. En
revanche, s’il n’y a pas de signal, la concentration de 5 mM est testée pour confirmer
l’absence d’interaction. Pour les fragments se liant, des expériences STD supplémen-
taires sont réalisées en présence de 100 µM et 1 mM d’acide pamoique. Ces conditions
permettent de savoir si les sites de liaison sont compétitifs ou non.
Trois fragments ne donnent pas de signal STD, indiquant une absence d’interac-
tion : il s’agit du 2-(3-(chlorométhyl)phényl)-1,3-thiazole, de l’acide 2-(4-bromométhyl)
phénylpropionique et de l’acide tropique. Ces fragments sont donc éliminés. Pour les
autres fragments, des mesures de Kd ont pu être réalisées.
Composé Kd mesuré par STD signal STD en présence d’acide pamoique
F1 10−2M conservé
F2 2,4 mM conservé
F3 200 µM conservé
F4 10−3M conservé
F5 10−2M conservé
F6 ? conservé
Les Kd sont de l’ordre du millimolaire, excepté le fragment 1-(3-Chloropropyl)-
1,3-dihydro -2H-benzimidazol-2-one (ou F6) qui présente une affinité de 200 µM. Ce sont
donc des molécules d’affinité moyenne pour le domaine de 8 kDa. Pour la conception de
molécules hybrides avec ces fragments, nous avons ensuite cherché à déterminer le site
de fixation de chacun de ces 6 fragments.
5.5.3 Son site d’interaction est-il proche de celui de l’acide pamoique ?
Des expériences de cartographie de déplacements chimiques ont été réalisées avec
chacun des fragments interagissant avec le domaine de 8 kDa. Rappelons que ceux-ci ont
été identifiés par criblage virtuel pour une liaison dans le site 2A, ce qui est maintenant
vérifié expérimentalement.
Ces expériences ont été réalisées sur six échantillons de domaine marqué 15N à
500 µM. Après une première expérience 2D-HSQC de référence, une expérience en pré-
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sence de 1 mM de fragment a été réalisée pour s’assurer que le fragment ne provoquait
pas la précipitation de la protéine. La concentration du fragment est ensuite augmentée
progressivement. Enfin, l’acide pamoique est ajouté à une concentration de 1 mM. Dans
ces conditions, la fraction liée pour un Kd de 1 mM est de 62 %, et de 16 % pour un
Kd de 10 mM. Ainsi, la détection d’une variation de déplacements chimiques peut être
détectée dans ces conditions (une variation maximale de 0,1 ppm se traduirait par une
variation de 0,06 et 0,016 ppm).
F1 : Pour le fragment F1, la concentration en fragment a été augmentée jusqu’à 6 mM.
Les principaux résidus impliqués dans l’interaction d’après la cartographie de déplace-
ments chimiques sont Lys35, Leu22, Leu85, Thr10, Asp17, Thr79 et Lys84, dans l’ordre
décroissant de la variation observée pour chaque résidu (cf Fig. n◦43). Leu85, Thr10,
Thr79 et Lys84 sont situés sur les boucles non structurées en N-terminal et C-terminal
du domaine. En revanche, Lys35 et Leu22 sont situés à proximité du site de liaison de
l’acide pamoique, au niveau du site 2A. Ainsi, malgré une affinité faible, ce fragment se
place dans le site d’interaction attendu.
A partir des 4 points expérimentaux, le Kd a été déterminé par ajustement de la
courbe de la variation de déplacements chimiques du proton amide de Lys35 en fonction
de la concentration en fragment et a donné une valeur de 5,82 mM, donc du même ordre
de grandeur que la valeur obtenue par STD.
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Fig. 43 – En haut, les spectres STD de F1 sans (I0) et avec (Istd) irradiation sélective du domaine
de 8 kDa dont la mesure du facteur d’amplification STD (en haut à droite) a permis la détermination
du Kd. En bas, cartographie de déplacements chimiques en présence de F1 6 mM : les résidus dont
la variation de déplacements chimiques est supérieure à 0,09 (= 3 fois l’écart-type sur l’ensemble du
spectre) sont impliqués dans l’interaction.
F2 : La concentration du fragment F2 a atteint 9 mM sans précipitation. Encore
une fois, les résidus situés au niveau des boucles mobiles interagissent (Thr10, Thr79 et
Leu85). Leu22 et Lys27 sont les principaux résidus impliqués dans l’interaction. Ensuite,
on trouve Lys35 et Leu62 au même niveau. Le principal résidu, Lys27 est loin du site
de fixation de l’acide pamoique (cf Fig. n◦44). Mais le fait que Leu22 et Lys35 soient
également impliqués permet de considérer ce fragment comme valide pour l’approche que
nous souhaitons mettre en place. Une fois lié à l’acide pamoique, il pourra interagir avec
le site 2A et potentiellement améliorer l’affinité de la molécule finale. Leu62 appartient
au site 2B. Il semble donc que les deux orientations de la molécule hybride soient
possibles. Avec un Kd de 2,4 mM, ce fragment est prometteur. L’affinité a été déterminée
154
Résultats 5. Second fragment : sélection par criblage virtuel et criblage RMN
également grâce aux expériences de cartographie de déplacements chimiques. Pour le
proton amide de Lys35, une valeur de 3,55 mM a été obtenue, ce qui est cohérent avec
les valeurs issues des expériences STD. La courbe obtenue avec les données de Leu62
n’est pas saturante, laissant supposer une interaction moins forte. Il semble donc que
F2 se lie préférentiellement dans le site 2A.
Fig. 44 – En haut, les spectres STD de F2 sans (I0) et avec (Istd) irradiation sélective du domaine
de 8 kDa dont la mesure du facteur d’amplification STD (en haut à droite) a permis la détermination
du Kd. En bas, cartographie de déplacements chimiques en présence de F2 9 mM : les résidus dont
la variation de déplacements chimiques est supérieure à 0,08 (= 3 fois l’écart-type sur l’ensemble du
spectre) sont impliqués dans l’interaction.
F3 : Le fragment F3 présente la plus forte affinité avec un Kd de 0,2 mM. La molécule
a été testée à 2 mM pour la cartographie de déplacements chimiques. Au delà, les
signaux de la protéine sur le spectre HSQC disparaissent. Plusieurs résidus se distinguent
nettement. Gly13 présente la plus forte variation mais, comme Gly80, il est trop loin du
site de l’acide pamoique. Ensuite, on trouve Lys35 et Glu26, deux résidus appartenant
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au site 2A. Lys60, du site 2B, interagit également. Enfin, on trouve Arg40, qui se trouve
derrière Lys41, et finalement assez loin de l’acide pamoique, d’autant plus qu’aucun des
groupements carboxyls de l’acide pamoique n’est orienté dans la direction de ce résidu
(cf Fig. n◦45). Ce fragment, dont l’affinité est très intéressante, se lie dans les sites 2A
et 2B, donc à proximité de l’acide pamoique, et est retenu pour la mise en place de
l’approche par fragment.
Fig. 45 – En haut, les spectres STD de F3 sans (I0) et avec (Istd) irradiation sélective du domaine
de 8 kDa dont la mesure du facteur d’amplification STD (en haut à droite) a permis la détermination
du Kd. En bas, cartographie de déplacements chimiques en présence de F3 1 mM : les résidus dont
la variation de déplacements chimiques est supérieure à 0,09 (= 3 fois l’écart-type sur l’ensemble du
spectre) sont impliqués dans l’interaction.
F4 : Les fragments F4, F5 et F6 provoquent la dégradation de la protéine au delà de
1,75 mM. Ils sont testés à 1 mM pour la détermination du site de fixation.
Le fragment F4 se lie dans deux sites. L’un comprend les résidus Gly64-Gly66,
ce qui correspond au site d’interaction de l’acide pamoique. L’autre concerne les rési-
dus His51 et Lys52, qui se trouvent à une distance d’environ 20 Å. Ce site est nommé
156
Résultats 5. Second fragment : sélection par criblage virtuel et criblage RMN
le site 2C. Ainsi, ce fragment n’interagit pas de façon favorable à la mise en place de
l’approche par fragment avec l’acide pamoique comme premier fragment. Malgré une
affinité intéressante, il est donc rejeté à ce niveau du criblage (cf Fig. n◦46).
Fig. 46 – En haut, les spectres STD de F4 sans (I0) et avec (Istd) irradiation sélective du domaine
de 8 kDa dont la mesure du facteur d’amplification STD (en haut à droite) a permis la détermination
du Kd. En bas, cartographie de déplacements chimiques en présence de F4 1 mM : les résidus dont
la variation de déplacements chimiques est supérieure à 0,2 (= 3 fois l’écart-type sur l’ensemble du
spectre) sont impliqués dans l’interaction.
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F5 et F6 : Le fragment F5 interagit principalement avec Lys52, mais aussi avec Tyr49.
Ces résidus appartiennent également au site 2C, ce qui nous conduit à rejeter également
ce fragment (cf Fig. n◦47).
Enfin, le fragment F6 interagit également avec le site 2C, puisque les résidus les
plus fortement perturbés sont His51 et Lys52. Tyr49 est aussi perturbé mais à un ni-
veau plus faible. Cependant, il perturbe également nettement Ile33, et plus faiblement,
Lys35 qui appartient au site 2A (cf Fig. n◦47). Ce fragment reste donc intéressant pour
la mise en œuvre de la stratégie.
Fig. 47 – En haut, les spectres STD de F5 (à gauche) et F6 (à droite) sans (I0) et avec (Istd)
irradiation sélective du domaine de 8 kDa. Du fait de la faible solubilité des composés, le Kd n’a pas pu
être déterminé, seulement estimé pour F5. En bas, cartographie de déplacements chimiques en présence
de F5 et F6 1 mM : les résidus dont la variation de déplacements chimiques est supérieure à 0,18 pour
F5 et 0,12 pour F6 (= 3 fois l’écart-type sur l’ensemble du spectre) sont impliqués dans l’interaction
avec chacun de ces composés.
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Sélection de quatre fragments : Un tableau récapitulatif de ces données est main-
tenant présenté :
site d’interaction déterminé
Fragments Longueur (Å) Kd déterminé par STD par cartographie
de déplacements chimiques
F1 7,89×3,54 10−2M site 2A
F2 4,51×4,23 2,4 mM sites 2A et 2B, Lys27
F3 7,46×5,76 200 µM sites 2A et 2B, Arg40
F4 3,37 10−3M site 2C et site de l’acide pamoique
F5 5,21 10−2M site 2C, Lys27
F6 7,72 ? sites 2A et 2C
Les sites d’interaction des fragments F4 et F5 déterminés par cartographie de
déplacements chimiques correspondent soit à celui de l’acide pamoique, soit au site 2C,
qui est localisé à plus de 20 Å du groupement carboxyl de l’acide pamoique le plus
proche. Un linker assez long pour joindre le site de l’acide pamoique au site 2C se-
rait très probablement défavorable en terme d’entropie d’interaction avec le ligand et le
poids moléculaire de la molécule hybride dépasserait largement les 500 Da recommandés
par la règle de Lipinski. Ces fragments ne sont donc pas adaptés à la mise en place de
l’approche par fragment. Les fragments F4 et F5 sont donc éliminés de la stratégie.
Les quatre autres composés ont un site d’interaction proche de celui de l’acide
pamoique. Ils vont donc être utilisés pour la conception de molécules hybrides de type
acide pamoique-linker-fragment. La longueur du linker définit la distance entre l’acide
pamoique et le fragment et doit être telle qu’elle permette à l’acide pamoique et au frag-
ment de se positionner dans leur site de liaison individuel. Les informations structurales
issues des expériences de cartographie de déplacements chimiques ont été utilisées pour
évaluer la distance entre le site d’interaction de l’acide pamoique et celui du fragment
et pour concevoir les molécules hybrides.
6. Conception de molécules hybrides
6.1 Modélisation d’un linker
Les sites 2A et 2B sont chacun proches de l’un des deux groupements carboxyls
de l’acide pamoique. Le site 2A est composé de Leu22, Glu26 et Lys35. Ces résidus sont
situés à une distance de 7 à 10 Å du groupement carboxyl de l’acide pamoique le plus
proche. Le site 2B contient Lys60 et Leu62, dont les extrémités de la chaîne latérale se
trouvent à 10,73 Å et 11,55 Å.
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Deux linkers ont été choisis en accord avec la stratégie de synthèse retenue (cf
“5.3 Anticiper l’étape de la synthèse chimique”). Le linker L1 est de type hydrazine
NH2-NH2 et présente une taille, sous forme étendue, de 3,6 Å. Le linker L2 est de type
éthylène-diamine NH2-CH2-CH2-NH2 et couvre sous forme étendue, une distance de
6,07 Å.
Tous les fragments retenus, F1, F2, F3 et F6, se lient dans le site 2A. Les frag-
ments F2 et F3 peuvent également interagir avec des résidus du site 2B. Si l’on compare
la distance entre le groupement carboxyl de l’acide pamoique et le site 2A avec la taille
des fragments et la taille de L1, il est plausible que les deux parties de la molécule finale
(acide pamoique et fragment) puissent loger dans leurs sites individuels respectifs.
Le site 2B étant plus distant, il est possible que L1 soit trop court pour que le
fragment se fixe dans ce site. Pour F2, qui est une molécule plus petite que F3, le linker
le plus long, L2, sera plus adapté pour que cette molécule atteigne le site 2B, alors que
L1 favorisera a priori plutôt une interaction avec le site 2A. En revanche, pour F3, étant
donnée la présence de la chaîne propyle, L1 devrait lui permettre d’atteindre aussi bien
les sites 2A et 2B.
Des expériences de docking sur les 8 molécules hybrides possibles (acide pa-
moique × 2 linkers × 4 fragments) ont été réalisées. Elles ont permis de tester ces
hypothèses issues de la simple observation et de choisir les molécules à synthétiser.
La moitié des conformations obtenues pour la molécule acide pamoique-L1-F1
étaient repliées dans le site d’interaction de l’acide pamoique ou plaçaient l’acide pa-
moique dans le site 2A et F1 dans le site de l’acide pamoique. Les autres conformations
obtenues présentaient l’acide pamoique dans son site d’interaction et F1 soit dans le site
2A, soit dans le site 2B, en proportion équivalente.
Avec L2, AutoDock présente plus de difficultés à placer F1 dans le site attendu,
le site 2A, ce qui correspond à 35 % des résultats. 15 % des autres conformations pré-
sentent F1 dans le site 2A, et 20 % dans le site 2B. Etant données la variabilité dans les
résultats obtenus et la grande mobilité de l’acide pamoique dans son site, il est difficile
de savoir quel linker se révélera le plus adapté à l’amélioration de l’affinité globale. Les
résultats ne sont pas concluants.
Pour les molécules acide pamoique-F2, AutoDock place F2 dans le site 2A pour
25 % des résultats quelque soit le linker. Cependant, avec L2, la conformation de l’acide
pamoique est plus proche de celle de l’acide pamoique seul en interaction avec le do-
maine de 8 kDa. Il semble que L1 soit trop court pour placer l’acide pamoique dans
son site et F2 dans le site 2A, conduisant à un décalage du site d’interaction de l’acide
pamoique vers le site 2A, ce qui n’est pas observé avec L2. En revanche, L1 semble
favoriser l’interaction de F2 avec le site 2B, site avec lequel il interagit quand il est seul.
Les deux linkers sont donc intéressants pour la conception des molécules hybrides.
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Le fragment F3 présente une chaîne propyle. Les molécules hybrides sont donc
très longues, même avec L1. AutoDock place majoritairement F3 hors du site 2A attendu
quel que soit le linker, mais cet effet est encore plus prononcé avec L2. On remarque
aussi que F3 interagit plus souvent avec le site 2B, et avec des scores meilleurs que lors-
qu’il est placé dans le site 2A. Cependant, L1 est retenu car il permet à F3 d’atteindre
les deux sites.
Avec les molécules acide pamoique-L1-F6, la majorité des conformations calcu-
lées par AutoDock présente F6 dans le site 2A. Avec L2, on obtient le même résultat,
mais on observe également qu’un tiers des molécules sont placées hors du site (contre
10 % avec L1), ainsi que des molécules avec F6 dans le site 2B. Or, la cartographie
de déplacements chimiques révèle que le site d’interaction de F6 seul est le site 2A. L1
semble donc plus adapté à une interaction de F6 avec le site 2A et est choisi pour la
conception de molécules hybrides contenant F6.
6.2 Choix des molécules à synthétiser
L’analyse des résultats du docking et la confrontation avec les données expéri-
mentales de cartographie de déplacements chimiques nous ont conduits à la synthèse
de 6 molécules de type acide pamoique-linker-fragment (cf Fig. n◦48). Du fait que le
docking n’a pas donné des résultats meilleurs avec l’un des linkers, F1 et F2 sont cou-
plés à l’acide pamoique en utilisant les deux linkers envisagés, L1 et L2. En revanche,
pour F3 et F6, les résultats obtenus avec le linker L1 sont en meilleure adéquation avec
les résultats expérimentaux. Ces deux fragments sont donc couplés à l’acide pamoique
seulement par l’intermédiaire du linker L1.
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Fig. 48 – Formule développée des 6 molécules de type acide pamoique-linker-fragment conçues.
6.3 Synthèse des molécules hybrides
Notre stratégie de synthèse consistait tout d’abord à modifier l’un des groupe-
ments carboxyls de l’acide pamoique pour greffer les linkers L1 ou L2, puis à coupler le
fragment. Dans le cas des fragments F1 et F2, l’oxydation ménagée de la fonction alcool
en aldéhyde permettait d’obtenir le couplage à l’acide pamoique fonctionnalisé par le
linker. Dans le cas de F3 et F6, le couplage était obtenu par substitution nucléophile de
l’atome de chlore pour F3 ou de l’atome de brome pour F6 par l’amine libre de l’acide
pamoique fonctionnalisé.
Nous n’avons pas réussi à préparer le monométhyl ester de l’acide pamoique par
réaction avec le diazométhane. Puis, nous avons tenté d’obtenir le monochlorure d’acide
de l’acide pamoique, mais son instabilité ne nous a pas permis de l’utiliser pour la suite
de la synthèse. Finalement, nous avons essayé une synthèse de type synthèse peptidique,
en faisant réagir l’acide pamoique et l’hydrazine en présence de diisopropylcarbodiimide
(DIC) et de 1-hydroxybenzotriazole (HOBT). Dans ces conditions, le produit de cou-
plage a été obtenu en faible quantité.
La difficulté de la synthèse réside en deux points importants : tout d’abord,
l’acide pamoique n’est que peu soluble dans les solvants organiques classiques. Parmi
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les solvants testés, seuls le DMSO et le N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP) permettent une
bonne solubilisation du produit. Ensuite, l’acide pamoique est une molécule symétrique,
et la molécule mono-condensée est le plus souvent minoritaire dans le mélange réaction-
nel. Les rendements sont donc faibles et les purifications très difficiles.
Finalement, nous avons opté pour le sous-traitement de la synthèse (Orga-Link,
1 rue amédée Gordini, Parc d’activité de Gomberville, 78114 Magny-Les-Hameaux). La
stratégie adoptée par le fournisseur a été différente. Pour une partie des molécules au
moins, le fragment a été couplé au linker, puis le fragment fonctionnalisé a été condensé
à l’acide pamoique en présence de l’agent de couplage BOP (benzotriazol-1-yloxytris
(diméthylamino)-phosphonium hexafluorophosphate).
Les fragments fonctionnalisés de type acide pamoique-L1,2-F1,2 ont été obte-
nus. Après séparation par chromatographie en phase liquide (gradient H2O/acétonitrile
80/20 à 0/100), les produits de couplage ont été identifiés par spectrométrie de masse
en mode SIR (Selected-Ion Recording). Cependant, les couplages des fragments fonc-
tionnalisés avec l’acide pamoique ont conduit à des mélanges complexes dans lesquels
l’acide pamoique di-condensé était majoritaire. Seul le composé acide pamoique-L1-F1
a pu être obtenu par le fournisseur (12 mg). Le schéma de synthèse est représenté sur
la figure n◦49.
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Fig. 49 – Schéma de synthèse des molécules de type acide pamoique-linker-fragment conçues conte-
nant les fragments F1 et F2, de la forme X1-CH2-OH et X2-CH2-OH. Boc : di-tert-butyl-dicarbonate.
Des difficultés au niveau de la purification sur colonne de silice classique, en par-
tie liées à la faible solubilité des composés, ont finalement conduit le fournisseur à nous
envoyer les fractions impures mais contenant les produits voulus. La chromatographie
en phase liquide de ces fractions sur colonne de silice greffée par des chaînes alkyles
C18 éluée par un mélange eau / acétonitrile contenant 0,1 % d’acide formique (pour les
molécules acide pamoique-L1-F1,2) ou de méthanol/acide trifluoroacétique 80/20 (pour
l’acide pamoique-L2-F2) couplée à la spectrométrie de masse en mode électrospray a
permis d’isoler ces trois molécules (plateforme ITAV (Institut des Technologies Avancées
en sciences du Vivant) Biologie-Chimie, Mme C. Zedde et Dr M. Baltas) :
– acide pamoique-L1-F1 : 20 mg,
– acide pamoique-L1-F2 : 2 mg,
– acide pamoique-L2-F2 : 30 mg.
Pour le fragment F3, le couplage à L1 n’a pas été obtenu. Pour F6, la voie de synthèse
a été la même que la nôtre, mais le couplage de F6 avec l’acide pamoique fonctionnalisé
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par l’hydrazine par substitution nucléophile du brome n’a pas fonctionné (cf Fig. n◦50).
A noter que l’utilisation du fluorure d’acyle et du chlorure d’acyle de l’acide pamoique
n’ont pas fourni de meilleurs résultats.
Fig. 50 – Schéma de synthèse de la molécule acide pamoique-L1-F6.
Au terme de cette étape de synthèse, nous disposions de plusieurs milligrammes
de 4 des 6 molécules souhaitées : acide pamoique-L1-F1, acide pamoique-L2-F1, acide
pamoique-L1-F2 et acide pamoique-L2-F2.
7. Validation des molécules conçues
7.1 Solubilisation des molécules
La première étape a été de tester la solubilité des molécules dans un tampon
aqueux. Les essais n’ont pas pu être réalisés sur toutes les molécules, étant donnée la
faible disponibilité de certaines d’entre elles. La solubilité dans le DMSO à 0,1 M est
totale pour chacune des molécules. Cependant, la dilution dans le tampon aqueux n’a
pas permis d’obtenir par RMN le spectre proton de la molécule. Des variations du pH
du tampon, le fait de chauffer la solution à 343 K ou de soniquer n’ont pas amélioré la
solubilité. La concentration finale en DMSO était inférieure à 5 %. Une concentration de
40 % DMSO dans le tampon aqueux s’est révélée être une condition de solubilisation des
molécules, mais dont l’effet sur le domaine de 8 kDa de pol β était inconnu. Finalement,
la solubilisation de la molécule dans le THF (Tétrahydrofurane) à 20 mM a permis
d’obtenir une molécule soluble dans le tampon aqueux en présence de 3 % de THF.
7.2 Réplication enzymatique in vitro
Un test in vitro de réplication de l’ADN par pol β a été réalisé en présence de
concentrations croissantes des quatre molécules hybrides disponibles, comprises entre
10−2 et 10−6 M (cf Fig. n◦51).
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Fig. 51 – Réplication in vitro d’un ADN de 17 mer, substrat de pol β, en présence de différentes
concentrations en inhibiteur. Le produit final est un 38 mer. A une concentration de 10−5 M, aucune
molécule n’inhibe la réplication par pol β.
Les molécules comprenant le linker L2 sont plus efficaces. En effet, en présence
d’une concentration en acide pamoique de 10−4 M, une bande correspondant au produit
final apparaît clairement, alors qu’avec les molécules acide pamoique-L2-F1 et acide
pamoique-L2-F2 à cette même concentration, la bande correspondant au produit final
a une intensité très faible (ces bandes sont encadrées en noir sur la figure n◦51). La
quantification de l’ADN 38 mer polymérisé par pol β permet de mesurer une valeur
d’IC50 pour chaque molécule et de la comparer à celle de l’acide pamoique. L’efficacité
de la molécule acide pamoique-L1-F2 n’est pas améliorée (1,63 fois “meilleure” que l’acide
pamoique), alors qu’avec le même linker et F1, l’efficacité est multipliée par 3, toujours
par rapport à l’IC50 de l’acide pamoique seul. Avec les molécules contenant L2, une
amélioration de l’efficacité d’un facteur 5 environ (4,86 pour F2, 5,14 pour F1) est
atteinte. Il est à noter que ces expériences préliminaires sont à reproduire en se plaçant
dans des conditions de vitesse initiale de façon à pouvoir extraire les valeurs des Ki et
des KD.
7.3 Détermination du site d’interaction
Des expériences de cartographie des déplacements chimiques du domaine de 8
kDa de pol β en présence des inhibiteurs ont permis de localiser le site d’interaction de
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chacun d’entre eux. Les résultats sont présentés pour chaque molécule.
7.3.1 Acide pamoique-L1-F1
La présence de la molécule à une stœchiométrie de 0,75 fait disparaître de façon
nette les signaux de la protéine, laissant supposer que celle-ci précipite. La cartographie
de déplacements chimiques révèle que les résidus impliqués dans l’interaction ne sont
pas ceux attendus d’après les résultats du docking. Le résidu His51 est le plus affecté
par la présence de la molécule (cf Fig. n◦52). Cependant, les résidus Ile33 et Asn37,
plus proches du site d’interaction de l’acide pamoique sont également affectés. La pré-
cipitation de la protéine ne nous a pas permis de réaliser une titration par le ligand, ce
qui aurait pu permettre de déterminer si la liaison à His51 était spécifique ou non. Il
est difficile d’après ces résultats d’expliquer l’augmentation d’un facteur 3 de l’activité
inhibitrice.
Fig. 52 – Cartographie de déplacements chimiques en présence de la molécule acide pamoique-L1-F1.
Les résidus impliqués dans l’interaction sont Ile33, Asn37 et His51.
On remarque également que ces résidus n’avaient pas été prédits être impli-
qués dans l’interaction par le docking. L’interaction avec Asn37 peut toutefois gêner la
fixation de la polymérase à l’ADN.
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7.3.2 Acide pamoique-L2-F1
Cette molécule est la plus efficace d’après les tests de réplication in vitro. La
cartographie de déplacements chimiques indique que la molécule hybride se lie entre les
résidus Val65, Gly66 et Lys35, trois résidus appartenant au sillon de fixation de l’ADN
(cf Fig. n◦53). Les interactions favorables de la molécule avec Lys35, qui n’existaient pas
entre l’acide pamoique seul et le domaine, expliquent très certainement l’augmentation
de l’inhibition in vitro de pol β. Les résultats du criblage par RMN indiquaient que le
fragment seul se liait au résidu Lys35. Il est probable que le positionnement du fragment
de la molécule hybride soit favorable à la formation d’interactions hydrophobes au niveau
du cycle aromatique, avec Phe25 par exemple, et de liaisons hydrogène au niveau des
atomes N et O du fragment.
Fig. 53 – Cartographie de déplacements chimiques en présence de la molécule acide pamoique-L2-F1.
Les résidus impliqués dans l’interaction sont Lys35, Val65 et Gly66. Ces résidus appartiennent au site
de fixation de l’ADN, et Lys35 joue un rôle important dans l’activité BER de pol β.
Des expériences de transfert de saturation de compétition avec l’acide pamoique
ont été réalisées sur cette molécule, qui s’est révélée être la plus efficace lors des tests
de réplication in vitro. La faible solubilité des molécules n’a pas permis de quantifier les
expériences. Cependant, une diminution nette de l’intensité du transfert de saturation
sur les protons de l’acide pamoique est observée. Cette observation confirme que la
molécule se lie dans le même site que l’acide pamoique. De plus, les protons de la
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molécule conduisent à un signal STD.
7.3.3 Acide pamoique-L1-F2
La molécule était disponible en faible quantité. Son site d’interaction est sensi-
blement différent de la molécule acide pamoique-L2-F1. En effet, si Lys35 est impliquée,
au niveau du site correspondant à celui de l’acide pamoique, Gly64 est impliquée au
lieu de Gly66, laissant supposer que la molécule est positionnée différemment au niveau
du site de liaison de l’acide pamoique (cf Fig. n◦54). Bien que le site semble être proche
de la molécule acide pamoique-L2-F1, cette molécule n’améliore que très peu l’efficacité
de l’acide pamoique. Les expériences de docking nous avaient conduits à penser que le
linker L1 serait trop court pour que F1 se positionne correctement dans le site prédit.
En effet, F1 seul interagissait avec Leu22 et Lys35. Le fait que seule Lys35 soit affectée
laisse à penser que l’interaction du fragment avec Lys35 est insuffisante pour améliorer
l’affinité de la molécule hybride.
Fig. 54 – Cartographie de déplacements chimiques en présence de l’acide pamoique-L1-F2. Les résidus
impliqués dans l’interaction sont Lys35 et Gly64. L’inhibition de l’activité de pol β par cette molécule
est proche de celle de l’acide pamoique seul.
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7.3.4 Acide pamoique-L2-F2
Le site d’interaction est différent de celui attendu. En effet, la molécule interagit
avec Tyr36, Asn37, Ile46 et Ile69 (cf Fig. n◦55). Il semble donc que la partie de la
molécule correspondant à l’acide pamoique ne soit pas logée dans le site de liaison de
l’acide pamoique, mais que la molécule s’étende de Tyr36 à Ile46, en recouvrant le site de
fixation de l’ADN, permettant ainsi d’inhiber l’activité de pol β d’un facteur 5 environ.
Fig. 55 – Cartographie de déplacements chimiques en présence de l’acide pamoique-L2-F2. Les résidus
impliqués dans l’interaction sont Tyr36, Asn37, Ile46 et Ile69.
7.3.5 Relations structure-activité
Deux des molécules conçues présentent une activité inhibitrice accrue d’un fac-
teur 5 environ par rapport à l’acide pamoique. La synthèse des molécules hybrides repose
sur la modification d’un des groupements carboxyls de l’acide pamoique dont la charge
négative permet de mimer les groupements phosphate de l’ADN. Il apparaît que la perte
d’une fonction carboxyle est nettement compensée par l’ajout du fragment.
Le fragment F1 seul a une affinité de l’ordre de 10−2 M, alors que celle de F2 est
de l’ordre de 2.10−3 M, soit 5 fois plus forte. Or, il apparaît que F1 donne de meilleurs
résultats que F2, notamment avec le linker le plus court. Cette observation nous conduit
à penser que la longueur du linker a été sous-estimée. En effet, pour que la stratégie
fonctionne, il est important que les deux fragments aient la possibilité de se placer cha-
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cun dans leur site respectif tout en étant liés l’un à l’autre.
Avec le fragment F2 et L1, la perte du groupement carboxyl est compensée mais
l’affinité de la molécule hybride n’est pas meilleure que celle de l’acide pamoique. Mani-
festement, le linker L1 est trop court pour permettre aux deux parties de la molécule de
se fixer dans leur site respectif, déterminé précédemment. Pourtant, le site de fixation
est celui attendu. Le fait que le linker ne soit pas optimal peut induire une mobilité
dans le site et diminuer l’activité inhibitrice de cette molécule, même si elle se fixe dans
le sillon de liaison à l’ADN.
Le linker L2 permet d’améliorer l’activité inhibitrice d’un facteur 5, ce qui
peut s’expliquer par le fait que la molécule se fixe dans son site d’interaction avec
une meilleure affinité. Les résidus impliqués dans l’interaction appartiennent au site de
liaison à l’ADN, ce qui explique l’inhibition de la polymération de l’ADN. Le fragment
seul interagit principalement avec Leu22 et Lys35. Avec le linker L1, on observe que
F2 est effectivement orienté vers Lys35. L’implication de Ile46 dans l’interaction de la
molécule acide pamoique-L2-F2 nous laisse supposer que, contrairement à ce qui était
attendu d’après les résultats de cartographie de déplacements chimiques en présence de
F2 seul, le fragment est orienté dans le sens opposé à celui de la molécule avec le linker
L1, mais cela n’est pas défavorable à l’activité de la molécule. Tester un linker plus long
nous permettrait de déterminer s’il est préférable pour l’activité de la molécule finale
que le fragment F2 se place dans le site 2A ou dans le site 2B.
Avec le fragment F1, on observe également que l’utilisation du linker L2 conduit
à une inhibition plus forte. Ainsi, pour les deux fragments testés, le linker L2 donne de
meilleurs résultats, car il permet probablement aux deux fragments qui composent la
molécule de se placer plus librement, avec plus de possibilités de respecter le position-
nement individuel de l’acide pamoique et du fragment. Nous ne sommes pas dans le cas
d’un linker trop long, qui apporterait trop de flexibilité à la molécule. Ceci augmenterait
l’entropie d’interaction, et serait thermodynamiquement défavorable à l’événement de
liaison. Cependant, le linker peut être optimisé en termes de longueur et de fonctionna-
lisation pour améliorer l’affinité finale.
L’interprétation des données de cartographie de déplacements chimiques en pré-
sence de la molécule acide pamoique-L1-F1 est difficile. L’IC50 de cette molécule est
2,9 fois inférieure à l’IC50 de l’acide pamoique. Pourtant, elle n’interagit que très peu
avec les résidus du site de l’acide pamoique, et globalement avec les résidus du sillon
de fixation de l’ADN. Le mode de fixation n’a pas pu être déterminé. Les données de
modélisation moléculaire ne permettent pas non plus de l’élucider. A cela, nous pou-
vons ajouter le fait que cette molécule provoque la précipitation de la protéine, ce qui
pourrait éventuellement fausser les données de cartographie de déplacements chimiques.
Peut-être n’observons-nous que des événements de liaison non spécifiques. Etant donné
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que la titration ne contient que 3 points, la spécificité de l’interaction n’a pas pu être
caractérisée.
Avec le linker L2, l’augmentation de l’activité inhibitrice s’explique probable-
ment par la possibilité de créer des points d’interaction supplémentaires avec Lys35, un
résidu essentiel à l’activité de pol β.
Les molécules contenant le linker L2 présentent donc une amélioration nette
de l’activité de l’acide pamoique. L’étape qui s’impose maintenant est la modélisation
d’autres linkers. Comme nous l’avons vu, envisager un linker plus long peut améliorer,
notamment dans le cas du fragment F2, l’affinité de la molécule. Avec le fragment F1,
le linker peut être allongé pour que le fragment crée des interactions avec Leu22, inter-
actions observées avec le fragment seul (par cartographie de déplacements chimiques).
De plus, un linker fonctionnalisé pourrait permettre d’améliorer la solubilité.
Par ailleurs, F1 pourrait lui aussi être modifié pour créer des interactions avec
Lys72, un autre résidu essentiel à l’activité de pol β. En effet, d’après la modélisation
moléculaire, ajouter un groupement carboxyl au niveau du benzène permettrait de créer
des interactions électrostatiques avec le groupement amine de Lys72.
7.4 Tests des inhibiteurs sur modèle cellulaire
7.4.1 Essais sur le modèle cellulaire MEF
Plusieurs modèles cellulaires permettent de tester l’activité in cellulo des deux
molécules les plus intéressantes in vitro. Le premier que nous avions choisi était un
modèle murin de fibroblastes, les MEF. Les lignées contrôle MEF β -/- permettent
de comparer l’effet de la molécule à l’absence d’expression de pol β. Lorsque ces cel-
lules sont traitées au cisplatine à des concentrations comprises entre 0 et 25 µM, alors
que les MEF normales sont sensibles au cisplatine, les MEF β -/- résistent au traite-
ment. Ce résultat est à l’opposé de celui observé sur des lignées cancéreuses comme
les 2008/C13 [468], les HeLa et les SKOV-3 [301], où la surexpression de pol β favo-
rise une résistance au cisplatine. L’observation faite sur les MEF β -/- n’est pas encore
comprise, mais certaines hypothèses peuvent être émises. Il est possible qu’en l’absence
totale de pol β, d’autres mécanismes de réparation de l’ADN puissent intervenir, comme
la recombinaison homologue, sur les dommages causés pour le cisplatine, et soient plus
efficaces que le BER.
Pour tester cette hypothèse, j’ai réalisé des tests de survie cellulaire sur les MEF
et les MEF β -/- dans différentes conditions : après traitement au cisplatine, au MMS
et à la mitomycine C. Le traitement par le cisplatine permet de tester la capacité de
synthèse translésionnelle des cellules, le traitement par le MMS permet de tester la
capacité de réparation par excision de base dans laquelle pol β intervient et enfin, la
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mytomycine C permet de tester l’activité de recombinaison homologue dans les cellules.
Le traitement par le cisplatine ne m’a pas permis de retrouver les résultats précé-
demment obtenus dans l’équipe “Instabilité génétique et cancer”. Je n’ai pas pu observer
d’effet sur la survie des cellules, MEF et MEF β -/-, même en présence de 20 µM de
cisplatine. Ces expériences sont à renouveler avec un échantillon neuf de cisplatine.
Avec le traitement MMS, bien que l’effet soit peu marqué, on observe que les
cellules β -/- sont plus sensibles que les cellules exprimant pol β. En effet, les lésions
dues au MMS étant majoritairement réparées par excision de base, l’absence de pol β
sensibilise les cellules au traitement. Il est donc attendu que la présence de molécules
inhibant pol β sensibilise les MEF au traitement par le MMS.
La mitomycine C a révélé une sensibilité plus forte, d’un facteur 10 environ à 10
µM de mitomycine C, des cellules n’exprimant pas pol β, ce qui semble indiquer que la
recombinaison homologue n’intervient pas davantage lorsque pol β n’est pas exprimée.
L’hypothèse selon laquelle l’absence de pol β provoquerait la prise en charge des lésions
dues au cisplatine par la recombinaison homologue n’a donc pas pu être confirmée.
Toutes ces expériences sont à reproduire pour confirmer les résultats obtenus.
7.4.2 D’autres modèles cellulaires pour la validation des molécules
Le modèle SKOV-3 pourrait également être utilisé. Ces cellules surexpriment pol
β et résistent au traitement par le cisplatine [301, 396]. Pour cela, les cellules SKOV-3
sont traitées au cisplatine en l’absence ou en présence de l’inhibiteur. La survie cellulaire
en présence d’inhibiteur doit alors être comparée à la survie cellulaire des SKOV-3
traitées après transfection d’un vecteur contenant un siRNA dirigé contre l’expression
de pol β. A chaque essai cellulaire, l’extinction de l’expression de pol β par le siRNA doit
être contrôlée sur Western blot et être stable le temps que durent les tests de clonogénie,
en moyenne une semaine.
A partir d’une ampoule de cellules SKOV-3 congelées (fournie par Dr P. Calsou,
IPBS), j’ai obtenu suffisamment de cellules pour stocker 4 ampoules contenant environ
1 million de cellules chacune. Ces ampoules ont été congelées et pourront être utilisées
pour des tests de clonogénie après traitement au cisplatine en l’absence et en présence
des inhibiteurs de pol β conçus.
Récemment, dans l’équipe “Instabilité génétique et cancer”, la transfection d’un
vecteur shRNA, permettant l’extinction stable de l’expression de pol β dans des cellules
HeLa, a permis d’obtenir un modèle cellulaire intéressant pour tester les molécules
conçues. Le traitement des cellules HeLa et des cellules HeLa shRNA pol β par des
concentrations de 0 à 16 µM de cisplatine révèle que les cellules normales sont plus
résistantes au traitement que les mêmes cellules n’exprimant plus pol β, d’environ 10
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fois à une concentration de 16 µM (cf Fig. n◦56).
Fig. 56 – Traitement des cellules HeLa shRNA pol β par le cisplatine. Les cellules transfectées avec
le vecteur shRNA dirigé contre pol β sont plus sensibles au traitement par le cisplatine que les cellules
exprimant pol β.
Traiter les cellules HeLa en présence des molécules conçues ou non est un moyen
de valider in vivo leur intérêt pharmacologique. Si, comme les cellules n’exprimant pas
pol β, une sensibilisation au traitement par le cisplatine est observée, cela indiquera
que les molécules peuvent être des adjuvants thérapeutiques du cisplatine dans le cadre
d’une surexpression de pol β. Les tests de survie des cellules HeLa en présence de
l’acide pamoique et en présence de la molécule acide pamoique-L2-F1 après traitement
au cisplatine sont en cours.
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Discussion
1. Une stratégie qui fonctionne
Les molécules présentant une haute affinité pour une protéine ou ciblant des
interactions protéine-protéine peuvent être utiles aussi bien à un niveau fondamental
qu’à un niveau appliqué. Obtenir des molécules de haute affinité n’est pas une chose
facile, surtout lorsque des contraintes supplémentaires sont imposées. Celles-ci peuvent
concerner les propriétés physico-chimiques de la molécule si l’on souhaite obtenir une
activité sur l’organisme humain ou animal pour des applications pharmaceutiques. Bien
que les contraintes soient moins fortes pour une utilisation comme outil de recherche
fondamentale, la capacité de traverser la membrane de cellules requiert également des
propriétés physico-chimiques particulières.
Mes travaux de thèse ont porté sur la conception de molécules à visée théra-
peutique présentant une haute affinité pour l’ADN polymérase β. Pour cela, nous avons
choisi de mettre en place au laboratoire une stratégie validée depuis une dizaine d’années
environ, le “SAR by NMR”. Cette stratégie est une approche par fragment, qui permet
une meilleure exploration de l’espace chimique que l’approche HTS. Bien que le prin-
cipe soit simple, la mise en œuvre présente plusieurs difficultés. Les résultats obtenus
confirment que la stratégie fonctionne. En effet, bien que l’activité ne soit pas encore
optimale, celle-ci a été significativement améliorée par rapport à la molécule de départ.
La stratégie nous a donc permis de concevoir des molécules originales et dont l’effica-
cité a été améliorée. Théoriquement, l’affinité maximale des molécules conçues qui peut
être atteinte est égale au produit des affinités des fragments utilisés pour la conception
de la molécule. En pratique, nous n’avons pas encore atteint ce degré d’efficacité, d’où
l’intérêt de chercher à améliorer ces molécules, qui peuvent être de bonnes touches dans
le pipeline pharmaceutique, mais qui nécessite encore des phases d’optimisation pour
devenir des têtes de série.
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1.1 Analyse du premier fragment, l’acide pamoique
Nous avons choisi l’acide pamoique comme premier fragment de l’approche “SAR
by NMR”. Parmi les ligands connus de pol β, celui-ci présentait une bonne solubilité
dans l’eau, une affinité intéressante, ainsi qu’une activité sur les cellules. De plus, sa
structure chimique permettait la liaison à un linker présentant une amine à l’une de ses
extrêmités.
Le fait qu’il présente un centre de symétrie nous a permis, tout en conservant
notre stratégie de synthèse, d’envisager deux sites dans le voisinage du site d’interac-
tion de l’acide pamoique pour le second fragment, chacun situé dans la direction de l’un
de ces groupements carboxyls. Malgré cet avantage, cette symétrie a rendu difficile la
synthèse des molécules hybrides, puisque le produit majoritaire se trouvait être l’acide
pamoique di-substitué.
De plus, il se trouve que l’acide pamoique était peu soluble dans les solvants
organiques classiques. Il aurait été intéressant de tester plusieurs molécules comme pre-
mier fragment. Des modifications chimiques de l’acide pamoique, l’ajout de groupements
hydroxyls sur les naphtalènes par exemple, amélioreraient la solubilité de ce produit, et
faciliteraient certainement l’étape de synthèse.
L’analyse de l’interaction de l’acide pamoique avec le domaine de 8 kDa a re-
présenté une part importante de mon travail de thèse. Dans ce contexte, nous avons
mis au point sur le domaine de 8 kDa de pol β les techniques de transfert de saturation
et de cartographie de déplacements chimiques, que nous avons ensuite utilisées pour
le criblage expérimental, ainsi que le docking avec AutoDock qui a ensuite été utilisé
pour la conception des molécules hybrides. Nous avons tenté de cristalliser le domaine
de 8 kDa en collaboration avec l’équipe de biophysique structurale de l’institut (Dr L.
Mourey, IPBS), mais nous n’y sommes pas parvenus. Par ailleurs, la protéine entière
a été cristallisée. Les cristaux obtenus ont été trempés dans une solution d’acide pa-
moique, ce qui a provoqué l’éclatement des cristaux. Nous n’avons donc pas pu utiliser
la cristallographie des rayons X pour obtenir la structure du complexe. La structure du
complexe acide pamoique - domaine de 8 kDa a toutefois été obtenue par une approche
combinant la modélisation moléculaire (docking) et la RMN.
1.2 La synthèse organique : un élément crucial de la stratégie
Ce projet s’inscrit dans un projet plus large qui consiste en la création d’une
plateforme, la plateforme PICT (Plateforme Integrée de Criblage Toulousaine). Cette
plateforme rassemble des moyens de conception de ligands guidée par la structure, avec
la modélisation moléculaire, la RMN et la cristallographie des rayons X, des moyens de
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synthèse chimique automatisée et parallélisée, ainsi que la plateforme de criblage haut
débit de l’unité mixte CNRS / Pierre Fabre. A ce titre, il est intéressant de réfléchir
aux moyens d’améliorer l’efficacité de l’application de cette stratégie.
Le premier point concerne certainement la place de la chimie dans cette ap-
proche. Nous avons pensé à cet aspect dès le début du projet. Comme nous l’avons
déjà dit, le choix de l’acide pamoique a été en particulier conditionné par le fait que
l’une de ces fonctions carboxyles pourrait être utilisée pour le greffage du linker et du
second fragment. Le choix des fragments satisfaisait également à une stratégie de syn-
thèse. Cependant, nous aurions dû pouvoir synthétiser de façon parallèle, non pas 4
ou 6 molécules, mais une ou deux dizaines dans un premier temps, pour tester plus
de linkers et plus de fragments. Ceci nous aurait permis d’affiner l’analyse des relations
structure-activité des molécules synthétisées et d’orienter plus rapidement la conception
de nouvelles molécules.
Le critère de la synthèse chimique était peut-être trop stringeant et a réduit
considérablement le nombre de molécules. Ce choix se justifiait dans le cadre de mes
travaux de thèse. Cependant, une collaboration étroite avec une équipe spécialisée dans
la synthèse serait un avantage indéniable. Cela permettrait de synthétiser et de tester
davantage de molécules. Par exemple, le recours à la plateforme ITAV (Institut des
Technologies Avancées des Sciences du Vivant) Chimie-Biologie nous a permis d’obtenir
les molécules synthétisées pures. Cette plateforme permet de réaliser de la synthèse au-
tomatisée en phase liquide et sur support solide, dans des conditions allant du vide (10
mbars) à une pression de 100 bars et de -40◦C à 145◦C. Jusqu’à 192 réactions peuvent
être réalisées en parallèle. De plus, un système de purification par chromatographie en
phase liquide couplée à la spectrométrie de masse est disponible. L’intégration de cette
plateforme à PICT, associée à l’expertise de l’équipe qui en est responsable, permettra
de synthétiser rapidement de nombreuses molécules. Nous pourrions, dans le cadre de
cette collaboration, envisager une chimie plus complexe, permettant de concevoir des
molécules hybrides à partir de fragments plus nombreux et avec des linkers plus variés.
De plus, l’intégration de la plateforme de criblage haut débit permettrait de cribler les
molécules synthétisées très rapidement.
Bien que le critère de la synthèse chimique ait pesé peut-être trop lourdement
sur le choix des fragments d’une part, et sur la conception des linkers d’autre part, deux
des molécules obtenues sont une base de départ à optimiser par quelques modifications
chimiques dans le cadre d’une telle collaboration. Le choix du linker est d’une impor-
tance particulière dans le cadre de l’approche par fragment, puisqu’il fait partie de la
molécule finale [475]. Il est donc important de tester un certain nombre de linkers aux
propriétés physico-chimiques différentes pour trouver celui qui sera le plus favorable à
l’affinité de la molécule finale.
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1.3 Criblage des fragments
Pour le choix du second fragment, nous avons choisi de cribler le site 2A. Pour
l’instant, le site 2B n’a pas été utilisé, mais il peut représenter des perspectives inté-
ressantes pour trouver d’autres seconds fragments si ceux que nous avons trouvés ne
suffisaient pas. En revanche, envisager de lier aux molécules conçues un troisième frag-
ment serait, à mon avis, défavorable à l’obtention d’une molécule touche, puisque son
poids moléculaire serait alors trop important pour un avenir thérapeutique.
Nous avons choisi de cribler la base de molécules ZINC qui présente l’avantage
de ne contenir que des molécules commerciales. Cependant, la disponibilité des molé-
cules, qui peut évoluer rapidement, a limité quelque peu le choix lors de la commande
de fragments. Nous avons criblé le sous-ensemble de ZINC présentant des propriétés de
fragments. Ces propriétés auraient pu être ajustées, étant donné que l’acide pamoique
est une molécule de poids moléculaire important, supérieur à celui d’un premier frag-
ment en tout cas. Ainsi, les molécules conçues ont toutes un poids moléculaire supérieur
à 500 Da, limite préconisée par les règles de Lipinski.
1.3.1 Criblage virtuel
Le premier critère pour la sélection des fragments a été le résultat du criblage
virtuel. Nous avons choisi le score obtenu par FlexX comme premier critère pour re-
tenir environ 20 % des molécules, puis nous avons concentré nos efforts sur la chimie
de ces molécules. La stratégie inverse aurait pu être également intéressante. Le nombre
de fragments aurait pu être réduit en amont du criblage virtuel aux molécules satisfai-
sant à la stratégie de synthèse. Cette option permet d’affiner les résultats du criblage
virtuel, puisque les molécules criblées sont moins nombreuses. Les scores peuvent être
alors recalculés en utilisant une fonction de score plus adaptée à la taille des molécules
criblées. En revanche, la stratégie de synthèse doit être bien définie, et est restrictive
quant au choix des molécules. Plusieurs logiciels auraient pu également être utilisés, et
leurs résultats comparés, pour ne choisir que les molécules bien classées par plusieurs
logiciels.
Il est à noter que l’évaluation du score d’une molécule de type fragment par
FlexX est moins discriminante qu’avec des molécules de taille plus importante, car les
points d’interaction sont moins nombreux. En effet, FlexX utilise trois points de phar-
macophore sur le ligand pour placer la première partie de la molécule, ce qui n’est donc
pas adapté à des petites molécules de type fragment, qui ne présentent pas forcément
trois points de pharmacophore. Maintenant, FlexX propose une option appelée SIS pour
“Single Interaction Scan” qui est plus adaptée au docking de fragments. Une seule inter-
action est créée entre le fragment et le récepteur, et le placement de la première partie
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de la molécule est réalisée par rotation autour de cette liaison. Cette option est à tester,
pour améliorer les résultats du criblage.
Actuellement, FlexX propose un module nommé FlexNovo, qui permet de conce-
voir des molécules hybrides à partir d’une liste de fragments, d’une liste de linkers, et
d’un ensemble de règles régissant les possibilités de synthèse. On pourrait donc conce-
voir les molécules hybrides acide pamoique - linker - fragment et cribler ces molécules
de poids moléculaire important pour obtenir des résultats de docking avec FlexX plus
fiables. Cette possibilité implique d’avoir déjà choisi un linker et un mode de synthèse,
de telle façon à ne cribler que des molécules qui peuvent être synthétisées, ce qui pré-
sente certaines difficultés en amont du criblage virtuel. Tous les fragments de ZINC ne
pourront pas être couplés à l’acide pamoique par l’ensemble des linkers définis, mais
pour chaque fragment, plusieurs linkers peuvent être envisagés, ce qui peut augmenter
rapidement le nombre de molécules à tester.
1.3.2 Criblage expérimental
Comme nous l’avons vu en introduction, la RMN est une technique de criblage
particulièrement adaptée à la stratégie “SAR by NMR”. Nous avons utilisé deux princi-
pales techniques de criblage, l’une pour savoir simplement s’il y avait interaction entre
la protéine et le ligand, l’autre pour caractériser le site d’interaction et déterminer l’in-
térêt du fragment dans la conception d’une molécule hybride avec l’acide pamoique.
Pour mettre en évidence une interaction du fragment avec la cible, nous avons
choisi la technique du transfert de saturation de la protéine, sélectivement irradiée, aux
fragments qui se lient. La mise en œuvre de cette technique présente de nombreux avan-
tages, parmi lesquels le fait qu’une faible quantité de protéines non marquées est requise
et que les temps d’acquisition et d’analyse sont courts. De plus, cette technique permet
de mesurer le Kd de l’interaction.
Les NOE transférés sont également intéressants dans ce cadre-là. Ils permettent,
outre la détection de l’interaction, de déterminer la conformation du ligand lié. Cepen-
dant, avec le domaine de 8 kDa, nous n’avons jamais pu observer de NOEs transférés.
En effet, la taille du domaine est insuffisante, son temps de corrélation est trop court
pour détecter une différence entre l’état libre et l’état lié de la molécule, qui consiste
normalement en un changement de signe des corrélations croisées NOE du ligand.
La technique “SAR by ILOE” permet de détecter des NOE entre deux ligands
proches dans l’espace grâce à leur interaction avec la même protéine [253]. L’avantage le
plus intéressant de cette technique est très certainement l’information structurale qu’elle
apporte pour faciliter la conception de molécules hybrides. En effet, l’observation d’un
pic de corrélation ILOE indique les deux protons qu’il faut utiliser pour la synthèse, et
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le fait que la distance les séparant soit inférieure à 5-6 Å oriente le choix du linker. La
corrélation ILOE se produit dans des conditions très précises, mais apporte l’informa-
tion nécessaire à la conception d’une molécule hybride, l’orientation relative de chaque
fragment et la distance maximum qui les sépare. Evidemment, dans notre cas, il a été
impossible d’en détecter, en raison de la petite taille du domaine. Il faudrait réaliser
ces expériences en présence de la protéine entière, dont le poids moléculaire est 39 kDa.
Cette taille serait suffisante à la détection de NOE transférés, et peut-être même de
ILOE entre l’acide pamoique et les fragments.
Nous avons choisi d’affiner la sélection des fragments par un second criblage
expérimental, pour réduire le nombre de molécules hybrides à synthétiser. Ce filtre est
basé sur la cartographie de déplacements chimiques et permet d’éliminer les molécules
dont l’interaction n’est pas propice à la conception d’une molécule hybride, dans la me-
sure où ces molécules seules se lient dans un site éloigné de celui du premier fragment.
Cette information structurale est un élément majeur dans la conception des molécules
hybrides.
Nous aurions pu aller plus loin dans la caractérisation de l’interaction du second
fragment avec le domaine de 8 kDa, comme nous l’avions fait pour l’acide pamoique, ce
qui aurait permis d’utiliser directement le linker le plus long, qui conduit aux meilleurs
résultats avec les deux fragments F1 et F2. Ceci pourra être réalisé par des expériences
NOESY ou des expériences 3D-NOESY-HSQC du complexe. Cependant, la stratégie
de criblage adoptée nous a permis de répondre aux deux principales questions pour la
conception de molécules hybrides : est-ce que le ligand interagit et est-ce que son site
d’interaction est proche de celui de l’acide pamoique.
Pour ces deux étapes de criblage expérimental, nous avons testé les fragments
individuellement. Dans l’optique d’atteindre un plus haut débit de criblage par RMN, il
nous faudrait tester des mélanges de ligands potentiels, dont les spectres individuels ne
se superposent pas, de façon à ce que les molécules interagissant puissent être identifiées
directement, par STD par exemple.
1.3.3 Conception des molécules hybrides
La conception de molécules hybrides a reposé principalement sur la modélisa-
tion moléculaire et sur les résultats de la cartographie de déplacements chimiques. Les
tests réalisés sur les molécules hybrides nous laissent à penser que le linker pourrait être
optimisé pour permettre une meilleure interaction des deux fragments qu’ils relient. Un
linker plus fonctionnalisé que ceux testés pourrait créer des interactions supplémentaires
avec la cible, améliorant ainsi l’affinité. La fonctionnalisation du linker pourrait égale-
ment être conçue de telle façon qu’elle participe à l’amélioration de la solubilité de la
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molécule finale. La création in silico de ces molécules, facilitée par le module FlexNovo
par exemple, permettrait de tester virtuellement un plus grand nombre de molécules.
La solubilité des molécules n’a pas suffisamment été prise en compte. Des outils
in silico permettent de prédire la valeur de certaines propriétés physico-chimiques et
de les évaluer pour leur ressemblance à un médicament. Selon les méthodes utilisées,
les résultats varient. Cependant, toutes s’accordent à dire que les molécules conçues
sont peu solubles, c’est-à-dire que la valeur de cLogP est trop élevée. La distribution
de la valeur de cLogP des médicaments commerciaux montre que les classes de densité
maximale correspondent à des valeurs de cLogP comprises entre 2 et 4. Or, la valeur
prédite pour les molécules conçues est d’environ 6, indiquant que les molécules sont
peu hydrophiles. Il est donc important que l’optimisation des molécules améliore leur
solubilité dans l’eau.
Par ailleurs, dans ce projet, nous n’avons quasiment pas utilisé la chemoinforma-
tique, notamment les descripteurs QSAR permettant de vérifier le caractère “drug-like”
des molécules conçues. Ceci aurait été très intéressant dans l’approche que nous avons
souhaité mettre en place et c’est un point qu’il faudra développer dans le cadre du dé-
veloppement de la plateforme PICT par exemple.
Malgré leur faible solubilité, les molécules obtenues constituent des points de
départ intéressants pour la phase d’optimisation. Nous savons d’ores et déjà que celle-ci
doit se faire dans le sens d’une plus grande solubilité. Des groupements fonctionnels
comme les groupements carboxyls ou les amines sont par exemple souhaitables. La
cartographie de déplacements chimiques couplée à la modélisation moléculaire a permis
d’obtenir des informations sur l’interaction ligand-protéine, qui nous permettent d’orien-
ter la phase d’optimisation vers l’augmentation de l’affinité. La présence de nombreuses
lysines nous permet de penser qu’un ou deux groupements carboxyls supplémentaires
seraient favorables à des interactions électrostatiques avec les amines des lysines. De
plus, ces groupements sont hydrophiles et favorisent la solubilisation de la molécule.
Nous savons également qu’un linker plus long permettrait un meilleur positionnement
des deux fragments testés dans leur site.
Synthétiser de nouvelles molécules avec quelques variations chimiques au niveau
de chacun des trois constituants, acide pamoique, linker et fragment, améliorant la solu-
bilité s’impose comme la suite du projet. Ces molécules seront plus facilement utilisables
en RMN, et permettront peut-être de déterminer le Kd, ce qui n’a pas été possible avec
les molécules dont nous disposons actuellement.
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1.4 Spécificité des molécules
Lors du clonage du domaine de 8 kDa de pol β pour améliorer sa stabilité
structurale, nous avons également réalisé le clonage des domaines de 8 kDa de pol λ
et pol µ. Le domaine de 8 kDa est une caractéristique des ADN polymérases de la
famille X. Pol β présente un taux d’homologie avec pol λ de 54 % et avec pol µ de 46
%. Ces deux enzymes sont impliquées dans la recombinaison non homologue ou NHEJ.
Inhiber plusieurs voies de réparation redondantes de l’ADN simultanément peut être
intéressant dans le cas d’un traitement dont l’efficacité est limitée par plusieurs voies
de réparation ou dans le cas de différents traitements utilisés conjointement et dont les
dommages peuvent être limités l’un par la synthèse translésionnelle, l’autre par l’action
du NHEJ. Une molécule inhibant spécifiquement les polymérases de la famille X pourrait
également être intéressante dans le cadre de la recherche fondamentale, pour observer
l’effet de l’inhibition de deux voies de réparation importantes de l’ADN. Cependant, le
plus souvent, la spécificité est souhaitée. Elle permet de mieux comprendre le mécanisme
d’action et de fixer le contexte d’application de manière plus simple. Dans le cadre de
la recherche fondamentale, inhiber spécifiquement pol β pourrait être utile pour mieux
comprendre les rôles respectifs in vivo de pol β et de pol λ dans la réparation de bases
endommagées, qui restent encore mal appréciés.
La spécificité des molécules conçues peut être testée en comparant par exemple
l’affinité mesurée par une même méthode, la RMN ou la résonance plasmonique de
surface par exemple, ou l’IC50 de la réplication d’ADN in vitro. La détermination du
site de fixation d’une molécule sur ces trois domaines pourrait permettre de voir s’il
existe un pharmacophore commun à ces trois domaines, sachant qu’ils ne sont pas d’égale
importance selon la voie dans laquelle ils sont impliqués. Le domaine de 8 kDa de pol λ a
été obtenue en quantité suffisante pour réaliser des expériences RMN. Notamment, nous
avons mis en évidence une interaction avec l’acide pamoique, mais nous ne l’avons pas
caractérisée par cartographie de déplacements chimiques. Il est à noter que la structure
du domaine de 8 kDa de pol λ a été résolue par RMN [476]. Celle du domaine de 8 kDa
de pol µ n’est connue que par cristallographie des rayons X [477,478]. La surexpression
du domaine de 8 kDa de pol µ était faible avec les deux constructions réalisées, et
les quantités obtenues à la fin de la purification quasi nulles. Cependant, les tests de
spécificité, par rapport aux protéines les plus proches mais aussi par rapport aux ADN
polymérases réplicatives, sont importants dans le processus de validation d’une molécule.
Il est prévu de répondre à cette question, dans un premier temps, par des tests de
réplication de l’ADN in vitro.
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2. Pol β, une cible thérapeutique ?
Les travaux de l’équipe “Instabilité génétique et cancer” permettent d’envisager
les dérégulations de pol β comme un facteur prédictif de la sensibilité à différents agents
génotoxiques couramment utilisés en thérapie anti-tumorale. La surexpression de pol β
a été observée dans plusieurs tissus cancéreux, et ce, conjointement à une résistance au
traitement par le cisplatine. Les voies de réparation et de tolérance des dommages causés
par des agents anti-tumoraux peuvent en effet réduire la toxicité de ces médicaments.
L’inhibition des voies de réparation de l’ADN, c’est-à-dire en amont de la ré-
plication, ne peut que favoriser la sensibilité aux traitements anti-tumoraux. En effet,
si les lésions sont éliminées par les cellules avant l’entrée en phase S, l’efficacité de
l’agent anti-tumoral ayant causé ces lésions est grandement réduite. Inhiber les voies
de réparation par excision de base (BER) ou de nucléotide (NER) ou le NHEJ permet
de sensibiliser les cellules à des traitements provoquant des lésions à l’ADN, comme les
alkylations qui sont réparées par BER ou les cassures double brin qui nécessitent l’inter-
vention du NHEJ. En revanche, si la lésion passe au travers de ces voies de réparation et
est toujours présente lorsque la réplication commence, la recombinaison homologue et
la synthèse translésionnelle sont les mécanismes qui permettent à la cellule de survivre.
Bien que les rôles propres à chaque ADN polymérase adaptative ne soient pas encore
tous connus, il semblerait que chacune puisse être impliquée dans la resynthèse d’ADN
suite à la réparation par NER (pol κ), par BER (pol β et pol λ) ou par NHEJ (pol µ et
pol λ), d’où leur nom de plus en plus utilisé de polymérases de la réparation et effectuer,
in vitro, de la synthèse translésionnelle fidèle de façon spécifique d’un type de lésion.
Lorsqu’une polymérase adaptative est surexprimée, elle intervient de manière infidèle
dans des mécanismes qui ne lui sont pas propres. A l’inverse, lorsque l’une d’elles vient à
manquer, d’autres polymérases prennent en charge, le plus souvent de façon infidèle, les
lésions dont elle est spécifique. Ainsi, la dérégulation d’une ADN polymérase adaptative,
dans un sens ou dans l’autre, participe à une résistance au traitement et provoque de
nouvelles mutations, contribuant à l’instabilité génétique déjà présente dans la cellule
tumorale.
Les inhibiteurs de la réparation de l’ADN peuvent être utilisés en combinaison
avec des agents dommageants de l’ADN pour augmenter leur efficacité en inhibant la
voie qui limite leur toxicité. Par exemple, des inhibiteurs de PARP1, enzyme essentielle
à la réparation par BER des sites apuriniques, sont actuellement en phase clinique pour
une utilisation conjointe au temozolomide, un agent alkylant et méthylant. Bien que
le mécanisme ne soit pas encore totalement élucidé, la combinaison de ces inhibiteurs
de PARP1 au témozolomide accroît clairement la toxicité de ce dernier. De même, des
inhibiteurs de l’expression des gènes de la réparation des mésappariements sensibilisent
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les cellules à des agents alkylants comme le cisplatine ou le carboplatine, et au 5-fluoro-
uracil. De la même façon, des inhibiteurs de PARP en phase clinique sensibilisent des
xenogreffes de tumeurs au cisplatine et au carboplatine [479].
Ces exemples illustrent l’intérêt de chercher des inhibiteurs d’une voie de répara-
tion ou de tolérance. Pol β étant impliquée dans ces deux types de voie, des inhibiteurs
de son activité peuvent être utilisés en combinaison avec des traitements déjà exis-
tants. Toutefois, ceci ne peut réellement s’inscrire que dans une approche de pharmaco-
génomique, dont l’objectif est la chimio-thérapie individualisée. Bien que cela reste à
vérifier, on peut supposer qu’un inhibiteur de pol β ne révèle son intérêt pharmaco-
logique que dans le contexte particulier d’une surexpression de pol β associée à une
résistance au cisplatine par exemple, ou à des agents monoalkylants réparés par BER.
Les conséquences sont difficiles à prévoir. Par exemple, bien que l’inhibition soit
différente de l’absence totale d’une protéine à laquelle la cellule peut s’adapter de di-
verses manières, l’absence d’expression de pol β dans des MEF conduit à une plus grande
résistance des cellules au traitement par le cisplatine que des cellules exprimant pol β.
Etant donnée la difficulté à soigner les cancers, il est important que la chimio-thérapie
dispose d’un arsenal de molécules permettant d’intervenir sur différentes mécanismes
et de s’adapter aux réactions de chaque patient. Il ne peut être qu’utile de disposer
d’un inhibiteur fort d’une protéine comme pol β, dont les souris KO correspondantes
ne peuvent se développer. Tous les cas ne seront pas adaptés à son utilisation, mais le
modèle HeLa transfecté avec un shRNA contre pol β montre que des patients peuvent
voir leur traitement renforcé par l’utilisation d’un tel adjuvant thérapeutique. Cet inhi-
biteur serait donc employé comme traitement de seconde ligne.
Le modèle HeLa est une première façon de valider l’activité des inhibiteurs in
vivo. Cependant, comme nous l’avons décrit en introduction, il est important de valider
les molécules à un niveau supérieur. Au laboratoire, nous disposons de souris portant
des xénogreffes de tumeurs surexprimant pol β. L’utilisation conjointe de cisplatine et
de l’inhibiteur de pol β sur ces tumeurs permettrait de déterminer sur un modèle animal
l’effet de cette chimio-thérapie, comme cela a été réalisé sur un modèle murin porteurs
de tumeurs traitées avec du didéoxycytidine et où une augmentation de la survie des
souris et une baisse du volume tumoral ont pu être observées [365].
Par ailleurs, il pourrait être très intéressant de tester l’effet de la molécule sur
un modèle de maladies neuro-dégénératives, comme des cellules exprimant le peptide
β-amyloid.
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Ce projet de recherche autour de la conception d’inhibiteurs de haute affinité de
l’ADN polymérase β nous a permis de mettre en place au laboratoire la stratégie “SAR
by NMR”. Cette stratégie permet de concevoir un ligand de haute affinité par fragment.
Le premier fragment, l’acide pamoique, est issu de la littérature. La première étape de
ce travail a permis de caractériser l’interaction structurale entre l’acide pamoique et le
domaine de 8 kDa de pol β.
Deux objectifs ont été atteints. Le premier était l’obtention d’une information
structurale suffisamment complète pour définir, au voisinage du site de liaison de l’acide
pamoique, un second site potentiel à cribler. Le second objectif était de mettre au point
sur le domaine de 8 kDa des méthodes RMN qui permettraient, dans la deuxième phase
du projet de cribler des fragments. Les deux principales méthodes utilisées ont été le
transfert de saturation et la cartographie de déplacements chimiques. Combinées au
docking, ces deux méthodes ont permis de trouver la conformation correcte de l’acide
pamoique lié, parmi les 5 conformations proposées par AutoDock.
Une fois un second site potentiel défini pour la mise en place de la stratégie
“SAR by NMR”, l’identification d’une molécule présentant une affinité moyenne pour
ce site a été réalisée par criblage. Le criblage virtuel a constitué un premier filtre sur
un ensemble de fragments commerciaux. La RMN a permis ensuite de confirmer expé-
rimentalement les résultats du docking sur un ensemble de dix fragments commandés.
Les techniques déjà mises au point ont permis, dans un premier temps, de mettre en évi-
dence une interaction protéine-ligand, puis, sur un nombre plus restreint de molécules,
de caractériser le site d’interaction de ces molécules afin de déterminer si le fragment
était approprié à la stratégie. En effet, la cartographie de déplacements chimiques re-
quiert une plus grande quantité de protéines marquées et l’analyse des données issues
de ces expériences est beaucoup plus longue que celle des données issues d’expériences
STD, où la simple observation d’un signal permet de conclure sur l’existence d’une
interaction. Sur les dix fragments testés, quatre n’interagissaient pas avec la cible, et
deux présentaient un site d’interaction trop éloigné de celui de l’acide pamoique. Sur
cet ensemble, 40 % des résultats du criblage virtuel ont été confirmés.
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Cette stratégie de criblage a permis de sélectionner quatre fragments pour la
conception de molécules hybrides. L’information structurale obtenue lors du criblage
RMN, ainsi que des expériences de docking, ont permis de choisir six molécules à synthé-
tiser. Deux linkers, de longueur différente, ont été utilisés, conformément à la stratégie
de synthèse fixée dès le début du projet. L’utilisation d’un outil comme FlexNovo, qui
permet de concevoir virtuellement des molécules de type fragment - linker - fragment,
aurait permis de tester virtuellement un plus grand nombre de linkers.
Seules quatre molécules sur les six conçues ont été obtenues, qui correspondent
au couplage de l’acide pamoique aux fragments F1 et F2 via les linkers hydrazine et
éthylène-diamine. Nous avons pu observer que le linker le plus long, de type éthylène-
diamine, donnait les meilleurs résultats. En effet, les molécules correspondantes pré-
sentent une activité inhibitrice, mesurée par l’inhibition de la réplication in vitro d’ADN,
accrue d’un facteur 5 par rapport à l’acide pamoique. Ces résultats positifs confirment
l’intérêt de l’approche par fragment.
Il est à noter que la synthèse, bien qu’anticipée très tôt, s’est révélée difficile. En
effet, la solubilité dans l’eau des molécules conçues est faible. Cependant, les résultats
du docking associés à la cartographie de déplacements chimiques nous permettent d’en-
visager une phase d’optimisation de l’affinité des molécules par quelques modifications
chimiques, notamment l’ajout de groupements carboxyls pour créer des interactions
électrostatiques avec les amines des lysines, nombreuses à la surface du domaine de 8
kDa. Cette phase d’optimisation doit également permettre d’améliorer la solubilité des
molécules. La solubilité, sous le critère de la valeur de CLogP, est un des défauts ma-
jeurs des molécules si l’on souhaite envisager un développement thérapeutique.
L’étape qui s’impose comme la suite du projet est donc la variation chimique des
deux molécules les plus actives, au niveau de l’acide pamoique, du linker et du fragment.
Tester une longueur plus importante du linker, ainsi qu’une fonctionnalisation du linker
dans le sens de la solubilisation de la molécule finale, peut se révéler avantageuse. Les
fonctions amines aux deux extrêmités du linker peuvent être conservées pour garder la
même stratégie de synthèse. Cette phase est envisagée dans le cadre d’une collaboration
avec la plateforme ITAV Chimie-Biologie.
Le projet de création de la plateforme PICT intègre les outils utilisés pour la
conception de ligands de haute affinité de l’ADN polymérase beta, ainsi que d’autres
comme la cristallographie des rayons X, la synthèse automatisée et parallélisée et le
criblage haut débit de molécules. L’ensemble de ces outils permettra la conception plus
efficace de ligands d’autres cibles thérapeutiques, ou simplement de protéines dont on
souhaite mieux connaître les fonctions in vitro et in vivo.
Concernant la validation des molécules finales conçues pour inhiber l’activité de
pol β, il est important de vérifier leur spécificité par rapport aux ADN polymérases
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réplicatives, puis au sein des polymérases de la famille X. Les tests sur modèle cellu-
laire sont en cours. Cependant, d’autres modèles cellulaires peuvent être envisagés, et
il serait intéressant d’observer l’effet d’une telle molécule dans le contexte de maladies
neuro-dégénératives. L’étape suivante serait alors de tester l’effet de la molécule sur
modèle animal, notamment sur un modèle murin portant des xénogreffes de tumeurs
résistantes au cisplatine.
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Matériels et méthodes
1. Production du domaine de 8 kDa recombinant
1.1 Clonage du domaine avec une étiquette de 6 histidines
Le domaine est cloné de façon à insérer une étiquette de 6 histidines et un site de coupure
à la thrombine, pour permettre la purification du domaine recombinant et l’élimination
de cette étiquette. La séquence souhaitée est la suivante :
MSKRKAPQET. . . LEK
La séquence clonée est la suivante :
MGSS HHHHHH SSGLVPRGSHMKAPQET. . . LEK
En vert, se trouve l’étiquette de 6 histidines, appelée aussi HisTag. Le site de coupure
reconnu par la thrombine est représenté en bleu ; la thrombine coupe entre les résidus
R et G. Les résidus en rouge correspondent au site de restriction de NdeI sur l’ADN,
le second site de restriction utilisé pour l’insertion dans le vecteur n’est pas représenté
et correspond à BamHI . Après coupure à la thrombine, nous obtenons la séquence
suivante :
GSHMKAPQET. . . LEK
Les différences sont représentées en rouge. Brièvement, l’ADNc du domaine de 8 kDa est
amplifié par PCR (Polymerase Chain Reaction) en utilisant la polymérase Pfu (moins
efficace que la Taq mais plus fidèle). L’amplification est vérifiée sur gel d’agarose 1.5%.
Le produit de PCR est ensuite purifié (utilisation du kit “QIAquick PCR purification”).
Le produit de PCR et le vecteur pET28a (Novagen), qui contient un gène de résistance
à la kanamycine, sont digérés par les enzymes de restriction BamHI et NdeI (30 µL
de produit PCR, 4 µL de tampon BamH1 10X, 4 µL de BSA 10X, 1 µL de chaque
enzyme). La digestion dure 2-3 heures à 37◦C. Les produits digérés, insert et vecteur,
sont purifiés (utilisation du kit “QIAgen Gel Extraction Kit”).
La ligation du vecteur et de l’insert est réalisée grâce au kit Quiagen “QIAquick ligation”
en 15 minutes à température ambiante. Le produit final de ligation est transformé dans
des bactéries ultra-compétentes DH5α (voir ci-dessous le protocole).
Quelques clones sont ensuite ensemencés à la loupe dans 2,5 mL de LB avec kanamycine
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(pour la sélection des clones) et des stocks DMSO sont préparés avec 0,9 mL de culture.
Le reste de la culture est utilisé pour l’extraction d’ADN plasmidique (utilisation du kit
“QIAGEN Plasmid Midi Kit”).
L’ADN plasmidique obtenu est dosé par lecture UV à 260 nm et sert à 3 choses : établir
une carte de restriction (digestion par NdeI et BamHI, puis vérification sur gel d’agarose
de la taille des fragments obtenus), vérifier la séquence (séquençage par Milligen) et la
transformation de bactéries pour l’expression du domaine recombinant.
1.2 Transformation et préparation des stocks DMSO
1.2.1 Préparation des bactéries chimiocompétentes
- Les bactéries Escherichia coli BL21 (DE3) sont ensemencées dans du milieu riche à
37◦C avec agitation à 220 rpm (table agitante HT Infors, TR-225, φ = 25 mm).
- Lorsque la DO600 atteint 0,3-0,4 (attention : il est important de ne pas dépasser
cette valeur), centrifuger 15 minutes à 3939 × g, c’est-à-dire 4500 rpm sur Heraeus
instruments #8172, Labofuge 400R (avec “swing angle”)∗ à 4◦C.
- Reprendre le culot dans la moitié du volume initial de CaCl2 50 mM (pour 200 mL,
prendre un volume de 100 mL).
- Centrifuger 15 minutes à 3939 × g à 4◦C.
- Reprendre le culot dans 1/20eme du volume initial de CaCl2 50 mM.
- Incuber à 0◦C (dans la glace) pendant 30 minutes (ne pas dépasser 1h30).
- Ajouter du glycérol 20% final.
- Aliquoter, conserver à -80◦C.
1.2.2 Transformation des bactéries chimiocompétentes
Des aliquots de 100 µL des bactéries chimiocompétentes sont mis en présence de 1 µL
de plasmide pendant 30 minutes dans la glace. Un choc thermique est réalisé en mettant
le tube à 42◦C pendant 42 secondes puis 2 minutes dans la glace. L’ajout de 300 µL
de milieu riche SOC est suivi de la croissance des bactéries pendant 45 à 60 minutes à
37◦C sous agitation inclinée. Entre 50 et 200 µL de la culture sont ensuite étalés sur
boîte de Pétri avec du milieu agar et en présence de kanamycine. Les clones poussent
sur la nuit à 37◦C (boîte retournée) et 2-5 d’entre eux sont testés pour leur induction
sur des cultures de 2,5 mL. L’induction est vérifiée sur gel SDS-PAGE 15 %. Le ou
les plus efficaces sont stockés. Pour cela, on ajoute 100 µL de DMSO stérile à 900 µL
de la culture induite et on congèle à -80◦C. La souche permettant la surexpression du
domaine recombinant de 8 kDa est notée 2087.
∗La relation de conversion est g = 1, 118 × 10−5 × R × (rpm)2, avec R rayon de rotation du rotor
en cm.
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1.3 Production du domaine recombinant
1.3.1 Non marqué
Une préculture de 50 mL de milieu riche (LB) à 37◦C en présence de kanamycine 50
µg/mL est ensemencée en conditions stériles sur la nuit à partir des stocks glycérol de
la souche 2087 et diluée au 1/20eme pour la culture. Le milieu riche est obtenu par
dissolution de 25g de LB dans 1L d’eau Milliρ et est autoclavé avant utilisation. La
culture est réalisée à 37◦C dans un erlen avec un rapport en volume à l’air de 1/5eme et
une agitation de 220 rpm (table agitante HT Infors, TR-225, φ= 25 mm) pour une bonne
oxygénation des bactéries. La préculture est également réalisée dans ces conditions.
Lorsque la densité optique à 600 nm (DO600) atteint une valeur comprise entre 0,4
et 0,8, l’ajout d’1 mL d’IPTG (IsoPropyl β-D-1-ThioGalactopyranoside) 0,8% permet
l’induction de l’expression du domaine recombinant de 8 kDa de pol β en utilisant la
T7 RNA polymérase.
L’induction dure 4 heures à 37◦C avec une agitation de 220 rpm (table agitante HT
Infors, TR-225, φ = 25 mm) et est stoppée par centrifugation des bactéries pendant 30
minutes à 20◦C et à 8673 × g (7000 rpm sur Beckman Avanti J-25, rotor JA-10). Les
culots bactériens sont préparés par élimination du milieu de culture et reprise du culot
dans 20 mL de tampon A (cf section “Purification du domaine recombinant”). Quatre
aliquots homogènes de 5 mL dans des tubes Falcon de 15 mL sont congelés à -70◦C
pendant au moins une heure avant utilisation.
Avant l’induction et en fin d’induction, des aliquots de 1,5 mL de la culture sont prélevés
pour réaliser des extraits bactériens∗, qui seront ensuite déposés sur gel SDS-PAGE† et
permettront de contrôler la surexpression du domaine recombinant. La DO600 en fin
d’induction varie entre 1,5 et 3.
1.3.2 Marqué
Le milieu marqué est préparé en conditions stériles par dilution de milieu M9 5X 5 fois,
l’ajout d’oligo-éléments et de certains compléments. Voici sa composition pour 1L :
– 800 mL H2O stérile
– 200 mL de milieu M9 5X
– 2 mL MgCl2 1 M
– 100 µL de CaCl2 1 M
– 10 mL EDTA (EthylèneDiamine Tetraacétic Acid) 50 g/L, soit 0.5 g/L final
∗Préparation des extraits bactériens : après centrifugation 5 minutes à 16110 × g des 1,5 mL de
culture, le milieu est éliminé et le culot repris dans 90µL d’eau. On ajoute 30µL de Laemmli et ensuite
l’échantillon est conservé à -20◦C.
†Gel de polyacrylamide en présence de SDS (dodécylsulfate de sodium) : 15 % d’acrylamide, avec
un ratio acrylamide/bisacrylamide de 29 :1.
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– 10 mL de glucose 200 g/L, soit 2 g/L final
– 4 mL de 15NH4Cl 500 g/L, soit 2 g/L final
– 10 mL de la solution d’oligo-éléments
– 1 mL de la solution de vitamines
– 500 µL de kanamycine 100 µg/µL, soit 50 µg/mL
Composition du milieu M9 5X : 64g de NA2HPO4, 15g de KH2PO4, 2.5g de NaCl et la
quantité suffisante (qsp) d’eau pour 1L. La solution est ensuite autoclavée.
Préparation de la solution d’oligo-éléments : pour 200 mL, dissoudre un à un 1 × g
d’EDTA, 1.2 × g de CaCl2,2H2O, 88 mg de CuSO4,5H2O, 240 mg de MnCl2,4H2O, 4
mg de H3BO3, 140 mg ZnSO4,7H2O et en dernier, 1.2 × g de FeSO4,7H2O et 40 mg
d’acide ascorbique. La solution est filtrée sur filtre 0,22 µm en conditions stériles et
conservée à l’abri de la lumière à -20◦C.
Préparation de la solution de vitamines 10X :
Vitamine solution stock (mg/mL) volume en mL pour 10 mL
Thiamine (B1) 500 5
Riboflavine (B2) 100 1
Niacinamide (B3) 100 1
Pyridoxal (B6) 100 1
Cobalamine (B12) 10 1
D-biotine (H) 100 1
Acide pantothénique 100 1
Acide folique 10 1
La solution est ensuite aliquotée et conservée à -20◦C.
La culture sur milieu marqué est réalisée dans les mêmes conditions que la culture sur
milieu non marqué, à la différence que les bactéries de la préculture sont lavées deux
fois dans du milieu M9 1X avant ensemencement de la culture. Pour cela, la préculture
est transvasée dans un tube Falcon de 50 mL et centrifugée pendant 15 minutes à
3939 × g (4500 rpm sur Heraeus Labofuge 400R) et à température ambiante. Le culot
bactérien est repris dans 15 mL de milieu M9 1X. Ce cycle est répété une fois avant
ensemencement du milieu minimum marqué.
1.4 Purification du domaine recombinant
La purification est réalisée à partir des culots bactériens. La lyse des bactéries est ob-
tenue par ajout de Triton X100 à 0,1 % final et de lysosyme 100 µg/mL final au culot
bactérien, qui est ensuite placé au bain-marie à 30◦C pendant 25 minutes, et par une
étape de sonication. Trois cycles de 2 minutes sont réalisés : une minute avec la sonde
plongée à mi-hauteur de la solution, puissance 5, “duty cycle” 70%, puis une minute
dans la glace. Attention : il est important que le volume de la solution ne soit pas trop
192
Matériels et méthodes 1. Production du domaine de 8 kDa recombinant
étendu en hauteur, auquel cas, l’extrémité de la sonde ne sera pas efficace sur l’ensemble
de la solution. De plus, vérifier le réglage de la puissance de la sonde qui doit être à plus
de 34 du maximum, un bruit gênant doit être perçu.
Une centrifugation pendant 35 minutes à 4◦C à 11855 × g (9900 rpm sur Beckman
Coulter Avanti J-20 XP, rotor JA-25.50) permet de séparer les protéines solubles des
débris membranaires. Le surnageant contient le domaine recombinant soluble. Il est ré-
cupéré et filtré sur filtre 0,22 µm, puis déposé sur une colonne de chelatine sépharose
(Chelatine sepharose fast flow d’Amersham Biosciences).
Deux tampons, A et B, sont utilisés après filtration sur filtre 0,22 µm. Tampon A : 5 mM
d’imidazole, 200 mM NaCl, 20 mM TrisHCl, pH 7.5. Tampon B : 500 mM d’imidazole,
200 mM NaCl, 20 mM TrisHCl, pH 7.5.
Le système de purification (Pharmacia AKTA Fast Protein Liquid Chromatography
Purifier System) fonctionne avec des unités CV pour “column volume” correspondant
au volume de la colonne. Ici CV = 10 mL. Le programme est le suivant : équilibration
de la colonne avec 2 CV de tampon A, lavage des interactions non spécifiques avec 9
CV de la solution 25% tampon B, 75% tampon A, gradient de 25% à 100% de tampon
B sur 6 CV, lavage de la colonne avec 1 CV de 100 % de tampon B. Le débit est de 1
mL/min. Des fractions de 6 mL sont collectées.
Les fractions sont déposées sur gel SDS-PAGE 15% (40µL de fraction + 5µL de Laemmli
ou tampon de charge 4X‡), ainsi que l’induction (non induit / induit, volume = 5/DO600
µL). Avant le dépôt, les échantillons restent 5 minutes au bain chauffant à 100◦C. La
protéine est décrochée autour de 40% de tampon B, soit 200-250 mM d’imidazole. Le
coloration du gel en bleu de Coomassie (solution 1g Coomassie R250, 450mL métha-
nol, 75mL acide acétique glacial, qsp H2O 1L) permet de vérifier visuellement l’état de
pureté de la protéine (après décoloration du gel par une solution 10% méthanol, 10%
acide acétique glacial).
Les fractions contenant le domaine recombinant à une pureté acceptable (contrôle vi-
suel sur gel SDS-PAGE) sont rassemblées (environ 35 mL total). La protéine est ensuite
concentrée sur Vivaspin de 20 mL, avec un seuil de coupure de 3 kDa, par centrifugation
à 3939 × g, c’est-à-dire 4500 rpm sur Heraeus instruments #8172, Labofuge 400R (avec
“swing angle”), jusqu’à atteindre un volume inférieur à 1 mL.
Préparation de l’échantillon RMN : plusieurs lavages de l’échantillon dans le même Vi-
vaspin sont effectués avec le tampon final de l’échantillon (le plus souvent pour la RMN :
TrisHCl d11 (deutéré) 20mM, NaCl 150mM, pH 6.9). Les lavages sont tels qu’ils per-
mettent la dilution de la concentration en imidazole à une concentration inférieure à 1
mM. L’échantillon est ensuite prélevé du Vivaspin, et la membrane est rincée plusieurs
‡Composition : 25mL TrisHCl 200mM pH 6.8, 20mL glycérol 50%, 4g SDS, 3.1g DTT, 0.2g bleu de
bromophénol, 2mL 2-mercaptoéthanol, qsp H2O 50mL
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fois avec 100 µL de tampon neuf. En général, 500-600 µL sont recueillis et dosés par la
méthode “BioRad protein assay” (prélèvement < 2 µL).
L’échantillon est ensuite placé à 4◦C en présence de 4 unités de thrombine (Novagen)
pour 10 mg de domaine recombinant sur la nuit. Des rendements d’environ 30 à 40 mg
de domaine recombinant pur sont obtenus pour 1 L de milieu marqué 15N.
2. Acquisition de spectres RMN et analyse
Les expériences RMN ont été enregistrées sur un spectromètre Bruker Avance 600 MHz
muni d’une cryosonde. Le logiciel Topspin (Bruker) a été utilisé pour l’acquisition des
spectres. Les spectres ont été acquis à une température de 293K.
2.1 Préparation de l’échantillon RMN
L’échantillon est conditionné dans un tampon TrisHCl d11 deutéré 20mM, NaCl 150mM,
pH 6.9 dans l’eau. Après addition de 10% de D2O pour le verrouillage champ-fréquence,
l’échantillon final a un volume de 550 µL. La concentration en protéine varie avec l’ex-
périence et sera précisée pour chacune.
2.2 Préparation des ligands
L’acide pamoique est solubilisé dans le tampon RMN à haut pH, puis le pH est ajusté
progressivement à 6.9. Plusieurs solutions stock ont été préparées : 10, 25 et 100 mM.
Les plus fortes concentrations permettent d’ajouter un volume faible de ligand, pour ne
pas diluer de manière significative la concentration de la protéine.
Les autres ligands ont été solubilisés dans le DMSO à 500 mM. Leur solubilité à 5 mM
dans un tampon aqueux contenant moins de 1% de DMSO a été vérifiée.
2.3 Expériences 3D et attribution
Les expériences 1H-15N-1H 3D-TOCSY-HSQC et 3D-NOESY-HSQC avec séquence de
transfert double INEPT (séquences dipsihsqcf3gpsi3d et noesyhsqcf3gpsi3d de la librairie
Bruker) utilisant la séquence de découplage GARP ont été utilisées sur le domaine mar-
qué 15N à 500 µM, seul et en complexe équimolaire avec l’acide pamoique. 1024×80×128
points ont été enregistrés dans les dimensions 1H, 15N et 1H, respectivement, avec un
nombre de scans de 8. Le temps de mélange pour l’expérience TOCSY est 60 ms (DIPSI)
et 200 ms pour l’expérience NOESY.
Les spectres RMN (fichier ser) ont été traités avec les programmes Bruk2Pipe, NMRPipe
et NMRDraw (obtention de fichiers file.nv reconnus par NMRView) [480]. L’attribution
des spectres a été réalisée avec l’utilisation du logiciel NMRView [481].
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2.4 Cartographie de déplacements chimiques
Des expériences 2D-HSQC avec séquence de transfert double INEPT (séquence hsq-
cetf3gpsi de la librairie Bruker) sur le domaine marqué 15N à 150 µM ont été réalisées
sur la protéine seule, et en présence de concentration croissante de ligand, pour obtenir
des équivalents molaires typiquement de 0,25 - 0,5 - 0,75 - 1 - 1,5 - 2 - 3 et 4, de telle
façon que l’échantillon RMN ne soit pas dilué de plus de 10%. 2048×256 points ont été
acquis dans les dimensions 1H et 15N, respectivement, avec un nombre de scans de 4 en
général (durée d’une expérience : 30 minutes).
Dans le cadre de l’approximation de l’échange rapide, les déplacements chimiques des
pics de corrélation observés correspondent à la moyenne des déplacements chimiques de
l’état libre et de l’état lié pondérée par la fraction relative de chaque population. Pour
chaque pic de corrélation, la différence D entre l’état libre et l’état lié est calculée ainsi :
D =
√
(∆δHN)2 + (∆δN/5)2
Le facteur 5 correspond au rapport des dimensions spectrales 15N (25 ppm) et 1H (5
ppm) [482].
L’ajustement de la courbe D en fonction de la concentration totale en ligand [L] par
l’équation 13 est réalisé par la méthode des moindres carrés et permet d’estimer le Kd.
D =
δB(Kd + [L] + [E]−
√
(Kd + [L] + [E])2 − 4[L][E])
2[E]
(13)
[L] et [E] représentent respectivement les concentrations totales en ligand et en protéine.
Les paramètres δB et Kd sont ajustés par l’équation 13 en utilisant le programme
GOSA [483].
2.5 Transfert de saturation
L’acide pamoique est mis en présence de 5 µM de protéine non marquée, dans des
concentrations croissantes allant de 20 à 120 µM. L’expérience est réalisée dans le D2O.
Pour les autres ligands, le tampon deutéré dans H2O est utilisé, la protéine non marquée
est à une concentration de 10 µM, et les ajouts successifs d’1 µL de la solution stock
de ligands à 500mM conduisent à des concentrations en ligand de 1, 2, 3, 4 et 5 mM,
correspondant à des ratios molaires  de 100, 200, 300, 400 et 500.
La protéine est saturée sélectivement par un train de 40 implusions de formes gaus-
siennes de 50 ms, séparées de 1 ms. Le temps total de saturation est 2 secondes. La
fréquence est ajustée pour chaque échantillon sur un signal méthyl fortement blindé. Le
signal de l’eau est éliminé par une séquence Watergate W5 [484]. Les signaux résiduels
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de la protéine sont éliminés par un filtre T1ρ de 60 ms avec un champ d’excitation
de 5000 Hz. Pour chaque concentration en ligand, deux spectres sont enregistrés, l’un
avec (Istd), l’autre sans irradiation de la protéine (I0). Le spectre Istd est obtenu par la
soustraction des deux spectres I0−Istd à chaque cyclage de phase. De ce fait, le nombre
de scans pour le spectre Istd est égal à deux fois le nombre de scans pour l’acquisition
du spectre I0.
Pour chaque signal, le facteur d’amplification Astd est calculé ainsi :
Astd =
Istd
I0
×  (14)
L’ajustement de la courbe Astd en fonction de la concentration totale en ligand [L] par
l’équation 15 par la méthode des moindres carrés permet d’estimer Amax et Kd.
Astd = Amax × [L][L] +Kd (15)
Les ajustements ont été réalisés par le programme GOSA [483]. Les paramètres imposés
sont une stoechiométrie de 1.
2.6 NOE transférés
Les conditions sont les même que le STD. Les expériences sont en général réali-
sées sur le dernier échantillon d’une titration STD et correspondent au plus haut excès
molaire. Quatre expériences 2D-NOESY (noesyf3gpphxf19 ) de 4096×256 points, nombre
de scans égal à 16, sont réalisées avec des temps de mélange de 200, 300, 500 et 800 ms
(durée totale de l’expérience : 12 heures environ).
3. Bioinformatique
3.1 AutoDock
Le programme AutoDock 3.05 a été utilisé [485]. Les fichiers d’entrée ont été préparés
avec l’outil MGLTools 1.2. Le fichier PDB 1DK3 est utilisé pour représenter le domaine
de 8 kDa. Sur la base de ce fichier, un fichier 1DK3.pdbqs est généré ; les hydrogènes
polaires ont été ajoutés et les charges partielles calculées. A partir de là, une carte de
dimension 96×128×96, avec une distance de 0,442 Å entre deux points dans une même
dimension est générée. Elle est utilisée par AutoDock pour représenter la structure 3D
de la protéine et calculer les cartes spécifiques à chaque atome. La carte couvre la pro-
téine tout entière et est suffisamment grande pour que le ligand puisse évoluer librement
autour de la protéine.
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Pour le ligand, les liaisons de rotation sont définies et sont utilisées par le programme
pour simuler la flexibilité de la molécule.
Voici le protocole utilisé globalement sous AutoDockTools, installé en local, alors que
AutoGrid et AutoDock sont installés sur le cluster de 40 nœuds :
Préparation de la protéine :
- File ⇒ Read molecule
- Edit ⇒ Bonds ⇒ Build by distance
- les molécules d’eau sont éliminées : File ⇒ Load Module (selection, repair, deleting),
Select ⇒ Select from String ⇒ all in HOH
- Edit ⇒ Hydrogens ⇒ Add ⇒ Polar Only ⇒ NoBondOrder
- éventuellement : File ⇒ Save ⇒ Write PDB
- Grid ⇒ Macromolecule ⇒ Choose Macromolecule
- s’il y a des charges non-intégrales : Edit ⇒ Misc ⇒ Repair Missing Atoms et répéter
la procédure d’addition des hydrogènes
- File ⇒ Save ⇒ Write PDBQS
Préparation du ligand :
- Ligand ⇒ Input Molecule ⇒ Read Molecule
- Ligand ⇒ Define Rigid Root ⇒ Automatically
- Ligand ⇒ Rotatable Bonds ⇒ Define Rotatable Bonds
- Ligand ⇒ Rotatable Bonds ⇒ Set Number of Active Torsions
- Ligand ⇒ Write PDBQ (le menu Save ⇒ Write PDBQ ne crée pas le fichier)
Préparation de la “grid”
- Grid ⇒ Set Map Types ⇒ by Choosing Ligand
- Grid ⇒ Set Grid (de telle sorte que le ligand puisse évoluer librement autour de la
protéine) ; pour 1DK3 et les fragments, les paramètres sont 96 points, centre 12,391
(dimension “rouge”), 96 points, centre 27,953 (dimension “verte”), 102 points, centre -
10,134 (dimension “bleue”) et une distance interpoint de 0,442 Å.
- File ⇒ Close Saving Current
- Grid ⇒ Write GPF
Préparation du docking :
- Docking ⇒ Set Macromolecule ⇒ Select macromolecule Filename (1DK3.pdqbs)
- Docking ⇒ Set Ligand Parameters ⇒ Choose Ligand
- Docking ⇒ Set Search Parameters ⇒ Genetic Algorithm Parameters
- Docking ⇒ Set Docking Run Paramaters (généralement, les paramètres par défaut ;
cocher l’option “Perform cluster analysis” ; l’énergie interne du ligand peut être calculée)
- Docking ⇒ Write DPF ⇒ GALS.dpf
Lancement d’AutoGrid : Après connection au cluster (> ssh dope) et transfert des fi-
chiers préparés en local (> sftp dope), lancer la commande suivante : > autogrid3 -p
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prot.gpf -l prot.glg &. Les cartes associées aux types d’atomes du ligand sont calculées.
Lancement d’AutoDock : La commande à utiliser est : > autodock3 -p ligand.dpf -l
ligand.dlg. Le script Submit permet également de lancer AutoDock sur plusieurs nœuds
du cluster.
L’algorithme génétique lamarckien permet de faire évoluer des populations de ligands
(correspondant à différentes conformations du même ligand) de 1000 individus, selon
un taux de mutation de 0,02 avec une probabilité qui suit une loi de Cauchy (moyenne
0, variance 1), et un taux de crossing-over de 0,8. 10 individus survivent à la génération
suivante. Le nombre maximum de générations est fixé à 270000. 256 structures sont
générées, et le calcul est lancé simultanément sur 20 nœuds d’un cluster de 40 nœuds
de type Xeon 3 GHz, permettant d’obtenir 5120 structures finales.
Deux scripts permettent d’analyser les résultats obtenus. Le premier, xbc, permet d’ex-
traire les meilleures molécules d’après le score attribué par AutoDock. Le second,
contacts, calcule pour chaque atome de chaque conformation les contacts avec des atomes
de la protéine dans un rayon défini par l’utilisateur et les liste dans un tableau récapi-
tulatif où le nombre de conformations par résidu concerné de la protéine est indiqué.
Ces contacts sont ensuite détaillés par conformation : atome du ligand, atome de la
protéine, distance.
3.2 Criblage virtuel
3.2.1 Calculs FlexX
Le criblage virtuel de 28513 fragments issus de la base de données ZINC, plus précisé-
ment du sous-ensemble “clean-fragments”, a été réalisé en collaboration avec le Centre
Européen d’Entreprise et d’Innovation Théogone, à Toulouse, sur un cluster de 10 uni-
tés de calcul. Plusieurs runs ont été lancés : sans molécule d’eau, sans molécule d’eau
et en tenant compte de la stéréochimie, avec molécules d’eau.
Les résidus Leu22, Glu26 et Lys35 ont été utilisés pour définir le site de liaison du ré-
cepteur (fichier pdb : 1DK3). Un rayon de 6,5 Å autour de ces résidus a été utilisé.
Pour chaque fragment, les 30 meilleures poses sont retenues. Le score utilisé est le score
par défaut, qui correspond à une fonction consensus des scores F-Score, D-Score, Chem-
score, PMF et G-Score.
3.2.2 Analyse des résultats
Un script en langage Perl, tri.pl, a été conçu pour faciliter l’analyse des résultats (cf an-
nexe). Plusieurs paramètres peuvent être fixés par l’utilisateur, principalement la limite
supérieure pour l’énergie calculée et correspondant au score attribué par FlexX (-15
kJ/mol par défaut) et les chaînes de caractères SMILES souhaitées. D’autres scripts,
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comme select_Cl.pl et suite_tri.pl, permettent de sélectionner successivement les molé-
cules selon plusieurs critères ou de trier les molécules par énergie décroissante. Le script
prend en entrée le répertoire contenant les résultats et fournit un fichier texte où les
molécules satisfaisant les critères de l’utilisateur sont listées.
La commande à utiliser est > ./tri.pl E chimie output_filename smioutput_filename.
Le paramètre E correspond à l’énergie maximale pour sélectionner les molécules, chimie
est un paramètre dont la valeur doit être 1, 2, 3, 12 ou 13, correspondant respectivement
à la présence dans la chaîne SMILES de la molécule de C(=O)O ou C(O)=O (1), de
CO en début de chaîne (2), de CO n’importe où dans la chaîne (3) ou la présence de
la combinaison de (1) avec (2) ou (3). Les deux derniers paramètres correspondent au
nom des deux fichiers de sortie. Le premier contient la liste des noms des molécules
satisfaisant les critères, le second contient, dans le même ordre, les chaînes SMILES de
ces molécules. Le script affiche également à l’écran le nombre de molécules qui satisfont
au critère E et le nombre de molécules satisfaisant les deux critères.
4. Synthèse des ligands
4.1 Fonctionnalisation de l’acide pamoique
L’acide pamoique est solubilisé dans le NMP. Un équivalent molaire de diisopropylcar-
bodiimide (DIC), de 1-hydroxybenzotriazole (HOBT) monohydrate et d’hydrazine sont
ajoutés. La réaction dure 24 heures, avec agitation magnétique et à température am-
biante.
Le produit de réaction est ensuite précipité à l’eau (pH inférieur à 8) et centrifugé 20
minutes à 3939 × g. Il est ensuite analysé par HPLC (High Performance Liquid Chro-
matography), avec un éluant 75% acétonitrile, 25% eau, 0,088% TFA (acide trifluoro-
acétique) et caractérisé par spectrométrie de masse, en mode d’ionisation par electros-
pray positif couplée un analyseur de type TOF.
4.2 Fonctionnalisation des fragments
Pour des commodités de synthèse, la fonction alcool des fragments F1 et F2 est remplacée
par un groupement carboxyl. Les deux molécules sont commerciales. Les fragments sont
placés en présence d’un équivalent de Boc-hydrazine ou de Boc-éthylène-diamine, pour
obtenir le fragment couplé au linker NH2-NH-Boc ou NH2-CH2-CH2-NH-Boc. L’agent
protecteur Boc est éliminé par hydrolyse en présence de TFA.
Pour le fragment F3, la molécule X3-NH-NH-Boc n’a pas pu être obtenue par alkylation
de Boc-NH-NH2.
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4.3 Couplage des fragments fonctionnalisés avec l’acide pamoique
Les fragments fonctionnalisés préparés ci-dessus sont couplés à l’acide pamoique en pré-
sence de BOP dans le DMSO. L’acide pamoique ne réagit pas totalement et on obtient
un mélange d’acide pamoique et des produits de mono- et di-condensation des fonctions
carboxyles. La purification sur colonne de silice classique ne permet pas d’obtenir le
produit mono-condensé pur.
4.4 Purification des molécules finales
Dans les cas du linker hydrazine, les mélanges réactionnels obtenus ci-dessus sont dépo-
sés sur colonne Xbridge C18, qui est éluée par un mélange HCOOH/CH3CN à un débit
de 1 mL/min. Le suivi de l’absorption UV à 290 nm couplé à la spectrométrie de masse
en mode électrospray positif permet d’identifier le pic d’intérêt et de le purifier.
Dans le cas du linker éthylène-diamine, la purification est réalisée sur colonne Sunfire
C18 après élution par une solution 80 % méthanol, 20 % TFA.
5. Validation d’un inhibiteur
5.1 Test de réplication enzymatique in vitro
1 µM de pol β est ajouté au tampon de réaction : 25 mM HEPES KOH, pH 8,5, 10 mM
MgCl2, 25 mM NaCl, 1 mM dTT, 100 µM dATP, 100 µM dGTP, 100 µM dCTP, 0.2
µCi dTTP et 10 nM de matrice d’ADN. Le volume final est 10 µL. Après incubation
une heure à 37◦C, la réaction est arrêtée par ajout de 10 mM EDTA, et les produits
d’ADN radioactifs sont collectés sur filtre. Les filtres sont rincés deux fois avec une
solution d’acide trichloroacétique 0,5 %. La réaction est déposée sur gel d’agarose 1 %.
La quantité de radioactivité est déterminée par l’utilisation du logiciel PhosphoImager.
5.2 Culture cellulaire
Les MEF et MEF β -/- proviennent de ATCC (American Type Culture Collection,
CRL-2308) et sont cultivées dans le milieu de culture DMEM-GlutaMAX-l (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium + 4mM L-glutamine, Gibco) en présence d’hygromycine 80
µ/L à 34◦C. Les cellules HeLa sont cultivées dans le même milieu, mais sans hygromycine
et à 37◦C. Les cellules SKOV-3 proviennent d’ATCC et sont cultivées dans du milieu
McCoy’s 5A+GlutaMAX-l (Gibco) à 37◦C. Tous les milieux sont préparés par ajout
de SVF 10 % (Sérum de Veau Fœtal) et d’une solution d’antibiotiques (penicilline,
streptomycine) et conservés à 4◦C.
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5.2.1 Passage des cellules
Avant que les cellules n’arrivent à confluence, il faut réaliser un passage des cellules. Gé-
néralement, deux nouvelles boîtes sont préparées aux dilutions 1/10eme et 1/20eme (les
dilutions varient avec le type cellulaire). Protocole pour des boîtes de culture contenant
10 mL de milieu :
- Eliminer le milieu de culture.
- Laver les cellules avec du PBS 1X.
- Eliminer le PBS.
- Traiter les cellules avec 1 mL de trypsine-EDTA.
- Placer la boîte 5 à 10 minutes à 37◦C.
- Lorsque les cellules se décollent (apparition d’un filet blanc à la surface), arrêter l’ac-
tion de la trypsine par ajout de 4 mL de milieu (contenant du SVF).
- Bien dissocier les cellules par plusieurs cycles d’aspiration / refoulement avec une pi-
pette pasteur stérile.
- Prélever le volume nécessaire pour chaque dilution et le mettre dans les nouvelles
boîtes de Pétri préparées avec environ 9 mL de milieu neuf. Bien répartir les cellules en
effectuant un 8 avec les boîtes. Le nombre de passages subis par les cellules est noté sur
la boîte.
5.2.2 Comptage des cellules avec la cellule de Malassez
- Selon le nombre de cellules attendues, prévoir la dilution la plus adaptée dans du PBS
1X.
- Prélever 20 µL de cellules trypsinées et ajouter 20 µL de bleu Trypan, qui colore
seulement les cellules mortes en les pénétrant.
- Remplir complètement la chambre de comptage avec une goutte de la préparation,
introduite par siple capillarité avec le bout du cône de la pipette.
- Observer au microscope et compter les cellules non bleues compartimentées dans des
rectangles de 0.01 mm3.
- Compter au moins 3 lignes de 10 rectangles.
- Soit n le nombre de cellules comptées dans L lignes. Le nombre N de cellules par mL
est : N =
n
L
× (facteur de dilution)× 104.
Exemple : n = 100, L =1 ⇒ on a 1.106 cellules par mL.
5.2.3 Congélation des cellules
- Le milieu est éliminé, les cellules trypsinées et comptées.
- Les cellules sont placées dans un tube Falcon stérile de 15 mL et centrifugées 10 mi-
nutes à 4◦C à 106,12 × g maximum (1000 rpm sur Eppendorf Centrifuge 5810).
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- Les cellules sont reprises dans du milieu de congélation (milieu de culture complet
+ 5% DMSO stérile) de telle sorte qu’il y ait au moins 1.106 cellules par mL, et bien
homogénéisées (d’abord 1mL de milieu de congélation, puis le reste).
- Les cellules sont aliquotées dans des ampoules de congélation (noter le type cellulaire,
le nombre de passages, la date de congélation et le nombre de cellules).
- Les ampoules sont gardées dans une boîte d’isopropanol une nuit à -80◦C, puis conser-
vées dans l’azote liquide.
5.3 Clonogénie
Pour chaque test de survie, 300 et 600 cellules sont ensemencées dans des plaques 6-
puits et laissées sur la nuit pour leur permettre d’adhérer. Le lendemain matin, elles
sont traitées pendant 1 heure au cisplatine dilué dans le milieu de culture à 37◦C, avec
différentes concentrations de cisplatine (de 0 à 25 µM) et en l’absence ou en présence
de l’inhibiteur testé. Le milieu est ensuite remplacé par du milieu neuf avec ou sans
inhibiteur. Après une semaine à 37◦C, les cellules sont fixées (élimination du milieu,
incubation 5 minutes avec NaCl 0.1%) et colorées au crystal violet pour permettre le
comptage. La survie est exprimée par le rapport entre le nombre de cellules traitées et
le nombre de cellules dans le puits contrôle.
Le cisplatine est préparé à une concentration de 2 mM dans une solution NaCl 150 mM.
Les aliquots de 1 mL sont conservés à -20◦C.
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ACD Available Chemicals Directory
ADME-T Absorption, Distribution, Métabolisme, Excrétion et Toxicité
ADN Acide DesoxyriboNucléique
AMM Autorisation de Mise sur le Marché
APE APurinique / APyrimidinique Endonucléase
ARN Acide RiboNucléique
ATP Adenosine TriPhosphate
BER Réparation par Excision de Base
Boc di-tert-butyldicarbonate
BOP Benzotriazol-1-yloxytris(diméthylamino)-phosphonium hexafluorophosphate
CAS Chemical Abstract Service
CMC Comprehensive Medicinal Chemistry
nD n dimension(s)
DMSO Dimethyl sulfoxide
dNTP desoxyribonucléoside tri-phosphate
(N=A,C,T,G pour Adénine, Cytosine, Thymine, Guanine)
DO600 densité optique à 600 nm
dRP désoxyRiboPhosphate
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
FDA US Food and Drug Administration
FEN1 Flap EndoNucléase 1
FKBP FK506-binding protein
HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation)
HTS High-Throughput Screening
IC50 Concentration nécessaire pour une inhibition de 50% de l’activité
IPTG IsoPropyl β-D-1-ThioGalactopyranoside
ITAV Institut des Technologies Avancées en sciences du Vivant
KO Knockout
LMC Leucémie Myéloïde Chronique
MEF Murin Embryonic Fibroblast
MMS MéthylMéthane Sulfonate
NCE New Chemical Entities
NDA New Drug Application
NER Réparation par Excision de Nucléotide
NHEJ Recombinaison non-homologue, Non Homologous End Joining
NME New Molecular Entities
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NMP N-Méthyl-2-Pyrrolidone
NOE effet Overhauser nucléaire
NOESY Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY
PARP1 poly(ADP-rbose) polymerase 1
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen
PDB Protein DataBank
Pgp glycoprotéine P
PMF Potentials of Mean Force
Pol β ADN polymérase beta
PSA Polar Surface Area, aire de la surface polaire
QSAR Quantitive Structure-Activity Relationship
R&D Recherche et Développement
RH Recombinaison Homologue
RMN Résonance Magnétique Nucléaire
RMSD Root Mean Square Deviation, écart quadratique moyen
SAR Structure-Activity Relationship, relation structure-activité
SDS-PAGE Sodium DodecylSulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis
shRNA short hairpin RiboNucleic Acid
siRNA small interfering RiboNucleic Acid
SMILES Simplified Molecular Input Line Entry System
STD Saturation Transfer Difference
TFA Acide trifluoroacétique
THF Tétrahydrofurane
TLS TransLesion Synthesis, synthèse translésionnelle
TOCSY TOtal Correlated SpectroscopY
UV Ultra-Violet
VIH Virus de l’Immunodéficience Humaine
XPV Xeroderma pigmentosum variant
XRCC X-ray Repair Cross Complementing group
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Annexes
1. Inhibiteurs connus de l’ADN polymérase beta
Pour chaque inhibiteur connu de pol β sont résumées dans ce tableau les prin-
cipales données associées, ainsi que la structure chimique de chacun.
Inhibiteurs identifiés par purification bio-guidée d’extraits natu-
rels et qui inhibent l’activité dRP lyase de pol β :
Acide
koetjapique 11 µM
premier inhibiteur
découvert ; inhibition plus
forte en présence du
COOH en position
29 [445] ; se lie à Gly66 et
Ile69 [465]
Triterpènes
lupane
3.8-21.5
µM
extraits de Solidago
canadensis [463] ; une
autre étude donne un Ki
de 5.8 µM pour
l’inhibition de l’activité de
polymérisation de produits
extraits de Bæcka
gunniana [439]
Triterpènes
ursane
12.6-21.5
µM
extraits de Monochaetum
vulcanicum [461] ; une
autre étude donne un Ki
de 8.5 µM pour
l’inhibition de l’activité de
polymérisation de produits
extraits de Bæcka
gunniana [439]
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βsitostérol-
D-
galactoside
26.5 µM extrait de Monochaetumvulcanicum [461]
Acides
déhydro-
eburiconique
et
dehydrotra-
metenonique
30 et
86.5 µM
extraits de Poria cocos,
inhibent l’activité de
polymérisation mais
inhibent également pol α
(40.6 et 45.5 µM) [459]
Oléanane
acétylé 13 µM
extrait de Couepia
polyandra ; l’acide
betullinique a également
été identifié avec une
affinité 43.6 µM, ainsi que
le βsitostérol (26.3 µM) et
le stigmastérol (43.4
µM) [454]
12
neolignans
8.8-43.5
µM
extraits d’espèces
Endlicheria ; le meilleur
est l’acide
oléanolique [462]
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Inhibiteurs identifiés par purification bio-guidée d’extraits natu-
rels et qui inhibent l’activité catalytique de pol β :
Brédinine-
5’-
phosphate
?
immunosuppresseur
japonais ; inhibe pol α
autant que pol β ;
compétition avec le dNTP
et l’ADN ; est convertie in
vivo dans la forme
ribose-5’-phosphate ; [433] ;
une autre étude a montré
une liaison au 8 kDa (gel
retard) et une absence de
compétition avec
l’ADN [435]
Acides fo-
mitelliques 22 µM
inhibition de l’activité
polymérase, par
compétition avec l’ADN et
le dNTP ; se lient au 8
kDa et pas au 31 kDa
(expériences de gel
retard) ; inhibition de pol
α (Ki de 12 µM) [436]
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Sulfoquino
vosyl-
monoacyl
glycérols
(SQMG) et
sulfoquino
vosyl-diacyl
glycérols
(SQDG)
14-350
µM
extraits de Athyrium
niponicum ; inhibition plus
forte de pol α ; les SQMG
inhibent plus pol β que les
SQDG ou les acides gras
seuls (linoléique : Ki
45µM), inhibe polα (35
µM), propriétés
anti-tumorales [449] et
nervonique : lie le 8 kDa,
mode d’inhibition
compétitif avec le dNTP
et l’ADN, inhibe polα et
VIH-RT* [432]) [?] ; plus
la chaîne d’acide gras est
longue, plus forte est
l’inhibition ; la double
liaison améliore
l’inhibition de pol β et pas
celle de pol α [449] ; les
sulfolipides de cette plante
inhibent pol α (Ki 1.5
µg/mL) et pol β (Ki 3
µg/mL), mais pas VIH-RT
ou les polymérases
procaryotes [437] ; d’autres
études révèlent que les
SQDG inhibent pol α,
TdT et VIH-RT (Ki 0.25,
0.38 et 11.2 µM) dans un
mode non-compétitif de
l’ADN et du dNTP et
potentialisent l’effet de la
bléomycine de 44% de plus
à 50 µM [444] ; les SQMG
entrent en compétition
avec l’ADN et le dNTP
(gel retard) ; leur site de
liaison comprend Leu22,
Glu26, Gly64-66 et Ile69
ou His51 ou Thr83-Leu85
(RMN) [470]
‡Reverse Transcriptase du VIH ; RT : Reverse Transcriptase
208
Annexes 1. Inhibiteurs connus de l’ADN polymérase beta
Prunasine 98 µM
le plus sélectif de pol β,
n’inhibe pas pol α, TdT,
VIH-RT et les polymérases
de plantes et de
procaryotes ; mode
d’inhibition compétitif du
dTTP ; inhibition plus
forte en présence d’acides
gras, comme s’ils
facilitaient l’accès au site
actif du substrat [443]
Acide har-
batinique 2.9 µM
extrait de Hardwickia
binata ; Ki plus petit en
l’absence de BSA* ;
premier diterpène identifié
pour inhiber pol β [441]
bis-5-alkyl
resorcinols
7.5, 6.5
et 5.8
µM
extrait de Panopsis
rubescens ; présentent la
capacité de casser
l’ADN [?, 440]
α- et β-
rubromycine
0.17 et
10.5 µM
extraits des antibiotiques à
base de quinone ; inhibent
également pol α (0.66 et
2.4 µM), RT, la télomérase
et TdT ; α-rubromycin
présente la plus forte
inhibition connue ; il entre
en compétition directe
avec le dNTP et
indirectement avec l’ADN
(gel retard, SPR) [448]
‡Bovin Serum Albumine
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Solana
pyrone A 30 µM
extraite de champignons ;
inhibe également pol λ
mais pas les polymérases
réplicatives ; inhibe la
liaison à l’ADN mais pas
la reconnaissance du
phosphate ni l’activité
lyase ; la modélisation
révèle un site hydrophobe
(Ile53, Gly56, Ala59,
Lys60, Ala70, Ile73) où
Lys60 est le seul résidu
nécessaire à
l’activité [450] ; le
β-sitosterol-3-O-β-D-
glucopyranoside inhibe
aussi pol β et pol λ (Ki de
72.4 et 6 µM) mais pas les
polymérases
réplicatives [450]
Sculenozones
A et B
17 et 90
µM
extraits d’espèce
Penicillium marines ;
inhibent également pol α
(20 et 12 µM), pol γ (25
et 18.5 µM) et pol ε (105
et 50 µM) ; mode
d’inhibition pour A
compétitif du dNTP mais
pas de l’ADN [453]
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1,4-
dideoxy-
1,4-imino-
D-ribitol
28 µM
extraits de Morus alba ;
inhibent également pol α
(21 µM), pol γ (32 µM) et
pol ε (35 µM) ; mode
d’inhibition compétitif du
dNTP mais pas de
l’ADN [457]
Tauro
spongine A ?
extraite des espèces
Hyppospongia ; inhibe
également VIH-RT [455]
Mahureones 10 µM
extraits d’espèces Mahurea
palustris ; inhibent
également VIH-RT ; pas
d’activité sur les extraits
de cellules HeLa [472]
Acide
mispyrique 22.1 µM
extrait de Mischocarpus
pyriformis ; inhibe
également pol α (Ki 9.8
µM) et pol γ (Ki 3.9 µM) ;
la substitution des COOH
par OH inhibe l’activité de
la molécule [473]
211
1. Inhibiteurs connus de l’ADN polymérase beta Annexes
Inhibiteurs dont un effet sur des cellules a pu être observé :
Acide litho-
cholique 10 µM
inhibe également les ADN
polymérases réplicatives
mais moins fortement ;
augmente la carcinogénèse
de lignées tumorales
épithéliales de rat en
présence de MNNG [438]
Acides
betulinique,
maslinique
3-cis-p-
coumaroyl
et
maslinique
3-trans-p-
coumaroyl
14, 15 et
4.2 µM
extraits de Tetracera
boiviniana ; Ki plus faible
en l’absence de BSA (6.5,
7.5, and 2 µM) ;
potentialisent l’effet de la
bleomycine sur des
tumeurs issues de
macrophages murins [442] ;
l’acide betulinique est
connu pour ses propriétés
anti-inflammatoires,
anti-VIH cytotoxiques sur
des mélanomes et des
lignées tumorales du
cerveau
Acide
(24E)-
3beta-
hydroxy-
7,24-
euphadien-
26-oique
23 µM
extrait de Brackenridgea
nitida et Bleasdalea
bleasdalei ; Ki de 9.7 µM
sans BSA ; potentialise
l’effet de la bléomycine de
48% de survie à 25
µM [447]
Triterpènes
pentacy-
cliques
7.5-16
µM
extraits d’espèces
Frezieria ; Ki plus faible
en l’absence de BSA ;
potentialisent l’effet de la
bléomycine (82% de survie
avec le composé 3 contre
98% sans) [446]
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Acides tor-
mentique et
eusca-
phique
46 et
108 µM
extraits de Rubus siboldii ;
propriétés
anti-inflammatoires ;
inhibe pol α avec un Ki de
37 et 61 µM et la
croissance de la lignée
tumorale BALL-1 à 11 et
48 µM [451]
Acide
kohamaique 8.4 µM
extrait d’espèces Ircinia ;
inhibe aussi pol α (7.6
µM), pol γ (14.9 µM), pol
δ (8.8 µM) et pol ε (5.8
µM) ; inhibe la croissance
de NUGC-3, carcinomes
de l’estomac, en les
bloquant en phase G1 ; un
autre composé d’affinité
62.8 µM ne potentialise
pas le MMS [456]
Epicatechin 18.5 µM
extrait de Maytenus
putterlickoides ; inhibe
l’activité dRP lyase et
potentialise l’effet du
MMS sur des carcinomes
du poumon (14% de survie
en moins) ; un autre
composé d’affinité 62.8
µM ne potentialise pas le
MMS [464]
Dérivés bis-
coumarin
22.5,
122.3 et
32.1 µM
extraits de Edgeworthia
gardneri ; inhibition de
l’activité lyase et de la
polymérisation ;
potentialise la cytotoxicité
de la bléomincine (15% de
survie en moins) [466]
Sesqui
terpène
quinone ili-
maquinone
42.5 µM
inhibition de l’activité
lyase, inhibe Cdc25B (Ki
92 µM) ; cytotoxique à
partir de 10.9 µM [460]
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Stigmastérol
et
βsitostérol
43.6 et
43.3 µM
extraits de Cladogynus
orientalis, Hymenache
donacifolia et Heteropsis
integerrima ; inhibition de
l’activité lyase ;
potentialisent l’effet de la
bléomycine d’environ 10%
à 50 µM [467]
Acide
pamoique 9 µM
inhibition de l’activité
polymérase ; potentialise
l’effet du MMS sur des
MEF d’un facteur
8.7 [465] ; site de liaison
déterminé par RMN :
Tyr39, Lys35, Gly64,
Ile69, Arg83 et Leu85
Carbeno
xolone 10 µM
inhibition de l’activité
polymérase ; potentialise
l’effet du MMS sur des
MEF d’un facteur
1.3 [465] ; site de liaison
déterminé par RMN :
Met18, Gly66, Ile69 et
Ala70
CPIC* 208 µM
inhibition de l’activité
polymérase ; potentialise
l’effet du MMS sur des
MEF d’un facteur 1.6 [465]
Acide gly-
cyrrhizique 437 µM
inhibition de l’activité
polymérase ; potentialise
l’effet du MMS sur des
MEF d’un facteur 2 [465] ;
site de liaison déterminé
par RMN : Ala38, Lys48,
Gly64-Gly66, Ile69 et
Leu85
‡3-(4-carboxyphenyl) 2,3-dihydrotrimethyl 1-Indene-5-carboxylic acid
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Mordant
blue 2 µM
inhibition de l’activité
polymérase ; potentialise
l’effet du MMS sur des
MEF d’un facteur 2.6 [465]
Naphto
chrome
Green
3 µM
inhibition de l’activité
polymérase ; potentialise
l’effet du MMS sur des
MEF d’un facteur 2.7 [465]
Acide
dicarboxy-
lique
biquinoline
243 µM
inhibition de l’activité
polymérase ; potentialise
l’effet du MMS sur des
MEF d’un facteur 3 [465]
Myristinines
A et D
12 et 4.3
µM
extraits de Knema
elegans ; sans BSA Ki de
2.7 et 1.2 µM;
potentialisent l’effet de la
bléomycine à 30% de
survie à 9 µM; capacité à
cliver l’ADN en présence
de Cu2+ [469] ; relache
l’ADN plasmidique
super-enroulé [471]
Acide
masticadiè-
nonique
8 µM
extrait de Pistacia
lentiscus ; inhibition de
l’activité polymérase ;
potentialise l’effet du
MMS sur des MEF et du
cisplatine sur des lignées
tumorales ; se lie au 8 kDa
(Lys35, Lys60, Lys67 ;
modélisation) [468]
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3. Tableau de déplacements chimiques
Ci-après, le tableau des déplacements chimiques de chaque proton amide du
domaine de 8 kDa de pol β de la BMRB et d’après notre attribution.
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aa HSQC BMRB aa HSQC BMRB
1 M 46 I 124,7 – 8,18 124,8 – 8,19
2 S 47 A 125,1 – 8,36 124,8 – 8,34
3 K 48 K 116,6 – 7,01 116,3 – 7
4 R 49 Y 132,8 – 7,89 129,1 – 7,63
5 K 128,3 – 8,45 127,4 – 8,42 50 P – –
6 A 131,3 – 8,35 130,8 – 8,33 51 H 119 – 6,13 118,9 – 6,2
7 P – – 52 K 126 – 8,97 126,1 – 8,96
8 Q 123,2 – 8,46 123,1 – 8,44 53 I 135,9 – 9,37 133,7 – 9,35
9 E 125,7 – 8,49 125,7 – 8,47 54 K 128,9 – 9,15 128,6 – 9,13
10 T 118 – 8,22 118 – 8,21 55 S 114,1 – 7,68 113,8 – 7,49
11 L 128,8 – 8,60 128,6 – 8,58 56 G 115,1 – 10,02 115,1 – 10,02
12 N 128,18 – 8,81 – 57 A 126,4 – 8,49 126,5 – 8,47
13 G 112,6 – 8,10 112,5 – 8,12 58 E 119,7 – 7,59 119,7 – 7,57
14 G 111,5 – 8,56 111,3 – 8,51 59 A 123,2 – 7,37 123,1 – 7,37
15 I 123,6 – 7,71 123,6 – 7,71 60 K 117,4 – 7,88 117,2 – 7,87
16 T 117,6 – 8,45 118 – 8,3 61 K 118,4 – 7,04 118,5 – 7,03
17 D 124 – 8,55 124 – 8,55 62 L 125,9 – 7,73 125,7 – 7,71
18 M 125,4 – 7,38 124 – 7,27 63 P – –
19 L 124,6 – 8,01 124,4 – 8,03 64 G 112,6 – 8,50 112,5 – 8,49
20 T 123,6 – 8,29 124 – 8,29 65 V 124,2 – 7,56 124 – 7,53
21 E 124,4 – 7,87 124,4 – 7,9 66 G 112,5 – 7,46 112,5 – 7,43
22 L 125,4 – 8,11 124,8 – 8,12 67 T – –
23 A 124,7 – 8,46 124,8 – 8,51 68 K 120,7 – 8,20 121 – 8,17
24 N 120,1 – 8,37 120,2 – 8,47 69 I 122,9 – 7,76 122,7 – 7,75
25 F 125,7 – 8,2 125,7 – 8,18 70 A 125,9 – 8,14 125,7 – 8,11
26 E 122,3 – 8,43 122,3 – 8,43 71 E 120,2 – 7,91 120,2 – 7,89
27 K 121,6 – 8,26 121,4 – 8,28 72 K 122,4 – 7,49 122,3 – 7,48
28 N 116,6 – 8,30 116,8 – 8,33 73 I 123,8 – 8,18 123,6 – 8,17
29 V 123,2 – 8,32 123,1 – 8,32 74 D 123,3 – 8,25 123,1 – 8,28
30 S 116,9 – 7,31 116,8 – 7,28 75 E 123,5 – 8,00 123,6 – 7,98
31 Q 118,4 – 7,46 118,5 – 7,45 76 F 125,1 – 8,27 124,8 – 8,26
32 A 127,3 – 8,20 127,4 – 8,18 77 L 123,2 – 8,77 123,1 – 8,75
33 I 127,5 – 8,33 127,4 – 8,32 78 A 123,7 – 7,93 123,6 – 7,91
34 H – – 79 T 111,9 – 7,86 111,7 – 7,84
35 K 124,6 – 6,91 124,4 – 6,91 80 G 114,1 – 8,12 114,2 – 8,18
36 Y 124 – 7,82 123,6 – 7,83 81 K 122,6 – 7,88 122,3 – 7,86
37 N 120,1 – 8,58 120,2 – 8,58 82 L 123,6 – 8,05 123,6 – 8,05
38 A 126,6 – 7,81 126,5 – 7,82 83 R 125,8 – 8,34 125,7 – 8,33
39 Y 122,1 – 8,40 121,9 – 8,43 84 K 125,9 – 8,28 125,7 – 8,28
40 R 121,4 – 8,20 121,4 – 8,21 85 L 126,7 – 8,12 126,5 – 8,14
41 K 124,5 – 8,2 124,4 – 8,21 86 E 124,8 – 8,25 124,4 – 8,25
42 A 123,8 – 7,75 123,6 – 7,76 87 K 127,6 – 8,00 127,8 – 8,01
43 A 122,1 – 8,26 122,3 – 8,29
44 S 115,7 – 7,75 115,9 – 7,78 RMSD 1H 0,0745 V 123,9 – 7,78 124,4 – 7,77 15N 0,33
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Résumé : L’ADN polymérase β est une cible pharmacologique de la progression tumorale et
de la résistance aux traitements anti-tumoraux et de certaines maladies neuro-dégénératives.
Plusieurs inhibiteurs de pol β ont déjà été identifiés, mais leur affinité est insuffisante pour un
développement pharmacologique. L’approche par fragment permet de concevoir des molécules
de haute affinité, en liant de façon covalente deux fragments d’affinité moyenne pour pol β, se
fixant dans deux sites disjoints mais proches. Le premier fragment, l’acide pamoique, est issu
de la littérature (Kd 13 µM). La caractérisation structurale de son interaction avec pol β a
permis de déterminer deux sites adjacents au site de fixation de l’acide pamoique. Un criblage
virtuel de 28714 fragments, combiné à un criblage par RMN pour vérifier la distance entre
l’acide pamoique et les fragments testés, a permis de sélectionner 4 fragments. Ces fragments
ont été utilisés pour créer 4 molécules hybrides acide pamoique-linker-fragment. Des tests de
réplication in vitro d’ADN par pol β ont montré que deux des molécules synthétisées avaient
une activité inhibitrice significativement meilleure que l’acide pamoique.
Abstract : DNA polymerase β is a pharmacological target involved in tumor progression,
cisplatin resistance and neuro-degenerative diseases. Even if molecules leading to pol β inhibi-
tion have already been discovered, there is a great interest in identifying inhibitors with higher
affinity. SAR (Structure Activity Relationship) by NMR is a strategy that allows the design of
high affinity molecules, by tethering together two micromolar affinity small molecules for pol
β that bind to proximal subsites of the target. The first fragment, pamoic acid, was already
known. The structural characterization of the complex pol β - pamoic acid was helpful in iden-
tifying two adjacent sites to pamoic acid binding site. A virtual screening of 28714 fragments,
combined to NMR screening, led to selecting 4 fragments, whose binding site was close enough
to pamoic acid binding site. Four hybrid molecules, of the form pamoic acid-linker-fragment,
have been synthesized and tested for their ability to inhibit in vitro replication by pol β. Two
of them showed increased inhibition compared to pamoic acid.
Mots-clés : DNA polymerase beta, drug design, NMR, screening, fragment-based ap-
proach
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